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RESUMEN

HACE 20 ANOS SE PENSABA QUE LA COMUNICAC ION NEURAL ESTABA ME
DIADA EN SU TOTAL IDAD POR MENSAJEROS QUIMICOS DE BAJO PESO
MOLECULAR (NEUROTRANSMISORES)., LOS ESTUD 10S SOBRE EL S ISTEMA
ENDOCRINO Y LA COMUNICAC1GN HORMONAL, POR PR IMERA VEZ REVELA
RON QUE MACROMOLECULAS DEL TIPO DE PEPTIDOS Y PROTE {NAS PUE-
DEN TAMBIEN MEDIAR LA COMUNICAC IGN INTERCELULAR. EN LOS ANoS
Y70 SE ENCONTRO QUE MUCHOS DE ESTOS MENSAJEROS PROTE ICOS SE
HALLABAN TAMB IEN EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL, LO CUAL ==
ABRIO LAS PUERTAS A LA INVESTIGACION DE LA LIBERACION NEURAL
OE PEPTIDOS Y PROTE INAS, '

ESTE TRABAJO DE TESIS SE DESARROLLO GON EL FiN DE ALCANZAR 2
OBJET IVOS PRINCIPALES: A) OPTIMIZAR Y ADAPTAR LA TECNICA DE

PERFUS 1ON CEREBRAL IN VIVO, B8) DESARROLLAR TEGNICAS DE MED -

CION LO SUFIC IENTEMENTE SENSIBLES COMO PARA MEDIR PROTE fNAS
¥ ACTIVIDADES ENZIMAT ICAS PRESENTES EN LOS PERFUSADOS OBTENI
DOS DEL CEREBRO.

PARA LA PERFUSIGON CEREBRAL IN VIVO UTIL 1ZAMOS LA CANULA DE
INFUS IGN=EXTRACC IGN OR IG INALMENTE DESCR ITA POR GADDUM {1960
1962), ADEMAS DE OTRA CANULA DE TIPO GADDUM EN LA CUAL SE
LLEVS A CABO UNA MODIF ICACION EN LA PUNTA (SE CUBRIG LA PUN-
TA DE LA CANULA DE INFUSION MED IANTE UN OJAL TALLADO EN EL
TUBO DE LA CANULA DE EXTRACCION). CON EL F iN DE COMPARAR SU
FUNC IONAMIENTO UT IL 12AMOS 2 BOMBAS DE PERFUSIGN, LA REC IPRO-
CANTE Y LA POLISTALT ICA.

EN LO QUE RESPECTA A LOS 2 TIPOS DE CANULA UT ILIZADOS, EN MA.

NOS EXPERTAS NO SE OBSERVA DIFERENC IA SIGNIF ICAT IVA EN CUAN~-



TO A SU EFICIENCIA (SIN EMBARGO LA CANULA RANURADA OFRECE
MAYORES PROBABIL IDADES DE EX1TO PARA EL QUE SE INICIA EN ES
TA TfCN|CA). ALUDIENDO A LAS BOMEBAS ES PREFER IBLE TRABAJAR
CON LA POLISTALT ICA CUYA VENTAJA PRINC IPAL SOBRE LA REC IPRO

CANTE ES LA DE MANTENER UN CURSO CONT iINUO DE PERFUS 10N,

EN REFERENCIA A LOS PARAMETROS B1OQUIMICOS, SE DESARROLLA =
RON Y OPTIMIZARON LAS TECNICAS PARA DETERMINAR (EN PERFUSA~
DOS DE CEREBRO) PROTE (NAS, DESHIDROGENASA LACTICA, ACET ILCO
LINESTERASA Y PROTEASAS. LAS MACROMOLE'CULAS Y ACTIVIDADES
ENZ IMAT ICAS ANTES MENC IONADAS SE PUEDEN UTILIZAR COMO MARCA
DORES DE LESION CELULAR, ADEMAS DE QUE LAS PROTE iNAS Y LA
ACTIVIDAD OE LA ACET ILCOL INESTERASA PUEDEN OBTENERSE POR ME
DIO DE LA ESTIMULACION QUIMICA DEL TEJIDO CON ALTAS CONCEN-
TRACIONES DE K¥ . ES PERT INENTE MENC IONAR QUE COMO MARGADOR
DE VIABILIDAD CELULAR SE UTIL126 UN NEUROTRANSMISOR EXOGENO
(3h-casa).

DE ACUERDC CON LO ANTERIOR EN ESTE TRABAJO QUEDA PLANTEADA
UNA NUEVA PERSPECT IVA EN LA APLICACION DEL ESTUDIO Y ANALI-

S§S DE LAS DIFERENTES MACROMOLECULAS ANTES MENC (ONADAS.



INTRODUCCION

HACE 20 ARNOS SE PENSABA QUE LA COMUNICAC ION quimica ( A DI~
FERENCIA DE LA COMUNICAC IGN ELECTRICA), ESTABA MEDIADA EN
SU TOTAL IDAD POR MENSAJEROS QUIMICOS DE BAJO PESO MOLECULAR
(NEUROTRANSMISORES) § CUYO SISTEMA DE SENALAMIENTO DEPEND A
FUNDAMENTALMENTE DE LAS PROPIEDADES B IOELECTR ICAS DE LAS =
MEMBRANAS., LOS ESTUDIOS SOBRE EL SISTEMA ENDOCRINO Y LOS ME
CANISMOS DE COMUNICACIGN HORMONAL FUERON LOS QUE POR PR IME—
RA VEZ REVELARON QUE LAS MACROMOLECULAS (EN EL CASO DE PEP-
TIDOS Y PROTE {NAS) PUEDEN TAMBIEN MEDIAR LA COMUNICACION IN
TERCELULAR,

EL HALLAZGO EN LOS Afos '70 DE QUE MUCHOS, S| NO TODOS, DE
ESTOS MENSAJEROS PROTE ICOS SE ENCONTRABAN TAMBIEN EN EL SIS
TEMA NERV 1050 CENTRAL (S.N.C.) ABRIG LAS PUERTAS A LA INVES
TIGAC ION DE LA LIBERACISN NEURAL DE PEPTIDOS Y PROTE (NAS.
ESTUDI10S SOBRE LOS PROCESOS DE SECRECIGN EN GLANDULAS ENDO-
CRINAS INDICABAN QUE PROTE {NAS DE PESO MOLECULAR SUPER IOR
AL DE LA MAYOR PARTE DE LAS HORMONAS PEPT{DICAS CONOC IDAS,
TAMBIEN ERAN L IBERADAS COMO PARTE DEL MENSAJE ENDOCRINO (VG.
EN LA GLANDULA ADRENAL, CROMOGRANINAS Y AUN ENZIMAS COMO LA
DOPAMINAP-ﬂIDROXILASA: DBH). ESTA POSIBILIDAD SE HA POSTU~-
LADO TAMBIEN PARA LOS PROCESOS DE L IBERACION EN EL TEJIDO
NERV1050, DONDE SE HA ENCONTRADO QUE SE LIBERAN PROTE (NAS -
SEMEJANTES. ASf, LA LITERATURA REPORTA QUE EN LAS NEURONAS
S IMPAT ICAS, LA CROMO&RANINA"N' Y LA DBH SON L IBERADAS JUN=-
TO CON EL NEUROTRANSMISOR NOR—=ADRENAL INA, DE LAS VES {CULAS

SINAPTICAS. POR OTRA PARTE ESTUDIOS IN VIVO E IN VITRO SO = -

B8RE LA LIBERAC IGN DE OTRAS PROTE iNAS (COMO ACETILCOL INESTE-
|



RASA, FACTOR DE CRECIMIENTO NERV10SO E HIDROLASAS Y PROTEA-
SAS QUE PROCESAN PEPTIDOS NEURODACTIVOS) EN SISTEMA NERVI0SO
(S.N.) SUGIEREN QUE LA CARACTER IZACIGN DE LAS MACROMOLECU -
LAS PROTE ICAS L1BERADAS DEL CEREBRO, SERA IMPORTANTE PARA -
COMPRENDER NUEVAS MODAL I1DADES DE COMUNICACIGN NEURAL. ESTO
PERMIT IRA EN SU MOMENTO INCORPORARLAS EN EL MARCO DE LAS AC
CIONES DE LOS TRANSMISORES Y NEUROMODULADORES HOY CONOCIDOS.
POR ELLO ES NECESARIO SESARROLLAR METODOS Y ESTRATEG IAS QUE
PERMITAN LA OBTENCION Y LA CARACTERIZAC ION DEL MATERIAL PRO
TEICO QUE SE LIBERA EN EL S.N.C,

DE ACUERDO CON LO ANTERIOR ESTE TRABAJO DE TESIS SE DESARRO
LLS CON EL F{N DE ALCANZAR 2 OBJETIVOS PRINC IPALES: EN PRY
MER LUGAR OPT IMIZAR Y ADAPTAR LA TECNICA DE PERFUSIGN CERE-

BRAL IN VIVO PARA ESTUDIAR LA LIBERACISN DE NEUROPROTEfNAS;

EN SEGUNDO LUGAR DESARROLLAR TECNICAS DE MEDICISN LO SUF |-—
CIENTEMENTE SENS IBLES COMO PARA MED IR PROTE;NAS Y ACTIVIDA~
DES ENZIMATICAS PRESENTES EN LOS PERFUSADOS OBTENIDOS DEL
CEREBRO. ADICIONALMENTE, NOS PROPUS IMOS OBTENER CON ESTA ME
TODOLOG {A INFORMAC IGN PREL IMINAR SOBRE LA LIBERACIGN IN Vi-
!2 DE PROTE(NAS Y ENZ IMAS NEURALES QUE NOS PERMITIERA DIS -
TINGUIR LOS PROCESOS F 1S 10L0G ICOS NORMALES DE SECRECION DE
AQUELLOS RELACIONADOS CON DANO T ISULAR PRODUC IDO DURANTE LA
PERFUS ION.

LA D1SCUS ION DE ESTOS RESULTADOS SE REALIZA EN FUNCION DE
LA IMPORTANC 1A QUE TIENE EL DEMOSTRAR LA L VBERACION FUNC i0-

NAL DE MATERIAL PROTE ICO AUN NO IDENT IF ICADO EN EL S.N,C.



ANTECEDENTES

PERFUS ION INTRACEREBRAL CON CANULAS DE INFUS ION=EXTRACC ISN

(6 CANULAS PUSH-PULL, AMBOS TERMINOS SE UTIL IZARAN INDISTIN
TAMENTE.EN TODA LA TESIS),

LA MEDICION "IN VIVO" DE ALTERACIONES EN LA CAPTACION Y Ll
BERAC IGN DE SUBSTANC |AS PROVENIENTES DE ESTRUCTURAS CEREBRA
LES PROFUNDAS SE HA LLEVADO A CABO TRADICIONALMENTE POR EL
METODO DE PERFUSIGN VENTRICULAR YA DESCRITO POR LEUSEN (I19_
50), BATTACHARYA & FELDBERG (1958) v PAPPENHE IMER & COL. =
(1962).

LAS CANULAS VENTRICULARES SON IMPLANTADAS EN REGIONES SEPA=
RADAS DEL SISTEMA VENTRICULAR CEREBRAL, FUNC IONANDO UNA PA=
RA INFUNDIR Y LA OTRA PARA EXTRAER EL LIQUIDO CEFALORRAQU =
DEO (LCR) QUE SE ENCUENTRA EN LA CAVIDAD ENTRE AMBAS CANU =~
LAS, OTRA HERRAMIENTA DE PERFUSIGN YA UT ILIZADA ES LA LLAMA
DA COPA CORTICAL, LA CUAL ES UNA CAMARA QUE SE ADHIERE CRG=
NICAMENTE A LA SUPERF ICIE DEL CEREBRO Y CUENTA CON TUBERI{AS
QUE PERMITEN LA INFUSION Y EXTRACCION DEL LIQUIDO DE PERFU=—
SI16N (MYERs, R.,D. 1972: BELESLIN & MyERs, 1970).

LA PRINCIPAL DESVENTAJA DE ESTAS TECNICAS ES SIN EMBARGO LA
IMPOS 1B IL IDAD DE USARLAS PARA EXAMINAR REGIONES CEREBRALES
DISCRETAS LOCALIZADAS A ALGUNA DISTANCIA DEL LUMEN VENTR ICY
LAR O LA CORTEZA CEREBRAL. EN ESTAS CIRCUNSTANCIAS LA TECNI
CA DE PERFUS IGN PUSH-PULL, ORIGINALMENTE DESCRITA POR GA =--
poum (1960, 1962) REPRESENTA UN AVANCE. ESTA TECNICA UTILIZA
UNA CANULA CONCENTRICA (LOS DETALLES DE SU CONSTRUCC IGN SE

DESCRIB IRAN EN LA SECCION DE DESARROLLO EXPERIMENTAL), cuya
PRINCIPAL VENTAJA SOBRE LOS SISTEMAS DE PERFUSION DESCR1TOS
3 .



ANTES, ES LA POSIBILIDAD DE PERFUNDIR ESTRUCTURAS ESPEC [F 1=
CAS DEL PARENQUIMA CEREBRAL (SIN IMPORTAR SU PROFUND IDAD),
YA DESDE SU PRIMERA DESCRIPCIGN NUMEROSOS [NVEST IGADORES =
HAN EMPLEADO ESTE METODO PARA ESTUDIAR LA LIBERACIGN DE PO-
S1BLES NEUROTRANSMISORES TALES COMO LA ACET ILCOL INA (AcH) -
H(MCLENNAN, 1964 : MITCHEL & cOL., 1962: MYeErRs & coL. 1970 =
YAKSH & YAMAMURA, 1973) Nor-EP INEFRINA (NE) (CHASE & KoPIn,
1968 MyeErs & coL., 1973: STEIN & WisE, 1969: SuLseErR & coL.
1969) Y 5-HIDROX ITRIPTAMINA (MYERS & BELESLIN, 1969).
A PESAR DEL USO RELATIVAMENTE AMPLIO DE LA TECNICA DE PERFY
516N DE INFUS IGN-EXTRACC ION, SE LE HA DADO POCA ATENCIGN A
LAS VARIABLES QUE INFLUYEN EN LA EF ICIENC{A DEL SISTéMA Dé
PERFUS ION. EN soLo 2 DEcaDAs, MyErs (1970, 1972), YaxksH &
YamaMura (1974) v BAYON & DRUCKER=-CoLIN ( 1985) HAN REVISADO
LA TEORTA Y PRACTICA DE LA TECNICA DE PERFUSION DE INFUS iGN
EXTRACC ION. LAS MODIF ICACIONES EN LA CANULA DE INFUSIGN-EX~
TRACC 16N OR 1G INALMENTE DESARROLLADA POR GADDUM, HAN PERMIT|
DO LA EXTRACCIGN DE UNA VARIEDAD DE SUSTANCIAS DE SIT10S CE
REBR;LES ESPECIF 1COS DE ANIMALES EN LIBRE MOV IMIENTO (DRU -
CKER-COL {N & coL., 1975).
ESTA POSIBIL IDAD PERMITE CORRELACIONAR CIERTOS EVENTOS BlO-
QUIMICOS CON FUNC IONES F IS 10LGG ICAS Y CONDUCTUALES Y HA CON
VERTIDO A LA PERFUSIGN INTRACEREBRAL EN UNA HERRAMIENTA FUN

DAMENTAL DE LA NEUROBIOLOG A MODERNA.

TOMANDO EN CUENTA QUE EN UNA PERFUS IGN IN VIVO, LAS PRINC |-
PALES VARIABLES RESPONSABLES DE QUE SE PRODUZCA MAYOR O ME-
NOR DARO AL TEJIDO, £S POR UN LADO{EL SISTEMA DE INFUS 1GN==
EXTRACCION (BOMBAS) Y POR OTRO EL TIPO DE CANULA A UTILIZAR

4



ENSEGUIDA SE HARA UN RESUMEN QUE NOS MUESTRA EL DESARROLLO

QUE HASTA HOY SE HA LLEVADO A CABO EN AMBAS HERRAMIENTAS,

CANULAS DE PERFUSISN.- PARA LA REALIZACION DE PERFUS IONES -
{NTRACEREBRALES SE HAN UTIL 1ZADO DIFERENTES TIPOS DE CANULA.
En 1954 FELDBERG & SHERWOOD DESCRIBEN LA CANULA DE COLLISON
(LA cufL SE ATORNILLABA DIRECTAMENTE EN EL CRANEO DEL ANT -
MAL). DELGADO & coL. (1964,1966) PROPONEN EL SISTEMA DE LA
CANULA YUXTAPUESTA, SIMILAR AL DISENO OE Fox & HILTON‘(lg -
58). PorR 0TRO LADO BARTON & coL. (1969) DESCRIBEN EL USO DE
CANULAS GUIA QUE COLOCABAN EN LA CISTERNA MAGNA DE OVEJAS]
EN EL MISMO ANO SHARPE & MYERS EXPONEN EL METODO DE LA IM=-~
PLANTAC ION PERMANENTE DE SOLAMENTE LA CANULA DE EXTRACCION,
EN EL HIPOTALAMO DE MONOS, MYERS & coL. (19718) LLEVABAN A
CABO PERFUSIONES DE VENTRICULO DER. A VENTRICULO 12Q. COLO-
CANDO UNA CANULA EN CADA VENTRICULO (LA CUAL SE ENCONTRABA
DIRECTAMENTE F 1JA EN EL CRANEO POR MEDIO DE CEMENTO ACRIiLI-
co).
EN LA ACTUALIDAD, EL MODELO DE CANULA QUE SE UTILIZA EN LAS
 PERFUS IONES CEREBRALES, ES BAS ICAMENTE EL DESCRITO POR GA =
ooum (1961) v ApapTapo por MyeErs (1970,1972) (Fis. 1),
EN TRABAJOS ANTERIORES CON ESTE TIPOQ DE CANULA SE OBSERVQO ~
QUE DURANTE LA PERFUS IGN HABIA UNA ALTA INCIDENCIA DE OBS=~=
TRUCC JIONES EN EL FLUJO, DEBIDAS PRINC IPALMENTE A FRAGMENTOS
DE TEJIDO Y/6 PEQUERNOS COAGULOS. CON EL FIN DE DISMINUIR LA
EROSION DEL TEJIDO SE D ISENARON MONELOS EN LOS CUALES LA =~
PUNTA DE LA CANULA DE INFUSION SE ENCONTRABA DENTRO DE LA -

CANULA DE EXTRACCIGN (PHiILIPPU & coOL., 1973).



SIN EMBARGO ESTE MODELO NO LLEGA A SER EL IDEAL, YA QUE LA

INTERFASE DE DIFUSION €N LA PUNTA DE LA CANULA Y EL AREA DE
TEJIDO A PERFUND IR SE REDUCE, SIEND® NECESARIO EL USO DE TU
BOS MAS ANCHOS LOS GUALES NO SON UTILES PARA PERFUNDIR AN |-
MALES PEQUERNOS (VG. RATAS).

EN ESTE TRABAJO DE TES1S, SE PRESENTARA EL MODELO DE CANULA

GADDUM-MYERS MODIF ICADA EN LA PUNTA,

BoMBAS DE PERFUSION.~ AL IGUAL QUE CON LAS CANULAS, SE HAN
UTIL1ZADO DIFERENTES MODELOS DE BOMBEG PARA INFUNDIR Y EX =
TRAER EL L {QUIDO DE PERFUSIGN DEL TEJIDO CEREBRAL.

EN 1961 GADDUM 5UG IRIG EL USO DE LA FUERZA DE GRAVEDAD PARA
PROVEER A LA TUBER A DE EXTRACCION, DE LA PRESION NEGAT IVA
NECESARIA COMO PARA MANTENER UNA EXTRACC IGN CONSTANTE DEL -
LiQUIDO QUE SE INFUNDfA.'AL FALLAR EL S ISTEMA EN CUANTO A ~
MANTENER CONSTANTE LA SUCCIGN} SE IDEG OTRO, CONSTiTU{DO =
POR DOS.JERlNGAS CALIBRADAS Y MONTADAS EN UNA PLATAFGRMA A
UNA MISMA ALTURA Y EN OPOSICION UNA CONTRA OTRA,

LAS JERINGAS SE MANTENTAN JUNTAS Y LA VELOCIDAD DEL FLUJO =
TANTO DE ENTRADA COMO DE SAL IDA TAMBIEN SE MANTENTA CONSTAN
TE GRACIAS A UN MOTOR QUE SE ENCARGABA DE MOVER LA PLATAFOR
MA A LA VELOC IDAD DESEADA (MYERs 1970).

As{ SE LLEGO A LA BOMBA RECIPROCANTE, LA CUAL FUNC IONA TAM=
BIEN A BASE DE JERINGAS QUE ESTAN EN CONTACTO CON P ISTONES
QUE SE DESLIZAN EN DIRECCIONES OPUESTAS Y, A UNA VELOGC IDAD
CONSTANTE QUE PUEDE SER PROGRAMADA MEDIANTE UN SELECTOR DE
VELOCI1DAD (DE ESTA FORMA LOS VOLUMENES DE ENTRADA Y SALIDA

SE MANT1ENEN CONSTANTES).



ACTUALMENTE SE UTILIZAN LAS LLAMAOAS BOMBAS POLISTALTICAS =
-(6 PERISTALT ICAS) LAS CUALES INFUNDEN Y EXTRAEN LiQUIDO AL
PRES IONAR PERISTALT ICAMENTE TUBER fAS DE SYLASTIC COLOCADAS
SOBRE RODILLOS QUE GIRAN A LA VELOCIDAD ELEG DA (CON ESTE =
\TIPO DE BOMBAS SE MANT!ENE UNA PRES IGN CONSTANTE) (GREEN===
FIELD & coL., 1983).

EN ALGUNAS OCASIONES LA EROSION CELULAR ES PRODUC IDA POR UN
EXCESO DE PRESION NEGATIVA. CON EL FiN DE CONTINUAR EN LA
BUSQUEDA DE UN SISTEMA DE PERFUSIGN GPTIMO SER{A IMPORTANTE
PROBAR UN SISTEMA ABIERTO (EN LA TUBERA PULL SE PRACTICA
UN PEQUERNQ ORIFICIO, NIEOULLON & cOL., !977A); ESTE H1PQTE-
TICAMENTE EVITAR fA UN EXCESO DE PRES IGN NEGAT IVA CUANDO SE
PRESENTARA MAYOR SUCCION DEL Lfoujab, EN COMPARAC ION CON EL
VOLUMEN QUE SE ESTUVIESE INTRODUCIENDO. DE ESTA MANERA SOLO
TOMAR iA EL LIQUIDO DISPONIBLE EN EL SITIO DE PERFUSION ADE=~

MAS DE AIRE DEL EXTERIOR.

MARCADORES B10QU iMICOS DE LESION & DE VIABILIDAD TISULAR.

LAS PERFUSIONES DE INFUS ION~EXTRACC ION, SE ENCUENTRAN DEN =
TRO DE LOS METODOS QUE AFECTAN AL SUJETO BAJO ESTUDIO, DE -
ALL{ LA NECESIDAD DE INVESTIGAR EL EFECTO QUE TIENEN LAS =~
MISMAS SOBRE LA VIABILIDAD DEL TEJUIBO. POR LO COMUN ESTE RE
QUISITO (CONOCER LA LESIGN QUE PRODUCEN) HA $1DO SAT ISFECHO
MED JANTE EL USO DE TECNICAS FISIOLGG ICAS & ELECTROF 1S10LGG
' CAS, SIN EMBARGO NO TODOS LOS PROBLEMAS PODR{AN SER DETECTA
DOS POR ESTOS METODOS DE MONITOREO (YAKSH & YAMAMURA, 1974:
HoncHAR & coL., 1979). DE ESTA MANERA LOS MARCADORES Bi0Qu |

MICOS L IBERADOS EN LOS PERFUSADOS PUEDEN DAR INFORMAC 1N DE

LA EROSION Yy LAS LESIONES ACCIDENTALES QUE OCURREN DURAN-
7



TE UNA PERFUSION] LAS MEDICIONES B10QUIMICAS ADEMAS AYUDAN

A DETERMINAR LA FUNC |ONAL IDAD DEL TEJIDO DURANTE EL CURSO

DE UNA SESION DE PERFUS 16N PROBANDO SU CAPACIDAD PARA L IBE=
RAR NEUROTRANSMISORES ENDGGENOS Y EXGGENOS. -
ESTA BIEN ESTABLECI00 QUE NEUROTRANSMISORES PUTAT IVOS TALES
COMO LA ACH, MONOAMINAS, CIERTOS AMINOAC1DOS, PERTIDOS Y =
AUN NUCLEOT IDOS SON L IBERADDS DE LAS CELULAS NERVIOSAS AL -
SER ESTIMULADAS F 15 10LGG ICAMENTE. SN EMBARGO, CONCOMITANTE
MENTE CON LA LIBERACIGN DE ESTOS COMPUESTOS CONGCIDOS OTRAS
SUSTANCJAS OE ORIGEN NEURAL (V6. PROTE {NAS) SON TAMBIEN DE-
TECTABLES EN LOS PERFUSADOS DE TEJIDO NERVIOSO Y PUEDEN EN

PRINC 1P 10 SER USADOS COMO INDICADORES DE LA VIABILIDAD & =

DEL GRADO DE LESION TISULAR,

PROTE [NAS.- EN CUANTO A COMPUESTOS L IBERABLES, QU1IZA EL FE=
NOMENO MAS INTERESANTE Y FRECUENTEMENTE OBSERVADO ES LA L1-
BERACION DE PROTE (NAS.

EN 1974 YAKSH & YAMAMURA UTILIZARON LA LIBERACIGN DE PROTE
NAS EN LOS PERFUSADOS COMO MARGCADOR DE LES ION, SIENDO ESTO
TOTALMENTE VAL IDO YA QUE ESTAN S {EMPRE PRESENTES Y SON FA--
CILMENTE MED IDAS EN LOS PERFUSADOS DEBIDO A QUE LOS NIVELES
EN EL LIQUIDO EXTRACELULAR DEL TEJIDO NERV{OSO, SON ALTOS -
(0.3%, VER HoFsTEIN & coL., 1983),

POR ESTA RAZON SOLO VARIAC IONES MARCADAS (ELEVAC IONES DEL -
DOBLE & MAS SOBRE LA BASALS EN AUSENCIA DE ESTI{MULO Quimice
¥/0 ELECTRICO) EN EL CONTENIDO DE PROTE fNAS DE LOS PERFUSA=-

DOS SE HAN TOMADO COMO INDICADORAS DE DANO CELULAR,

LA PROTE iNA S=100 (LLAMADA AS{ DEBIDO A SU SOLUBILIDAD EN



SULFATO DE AMONIO AL 100% A PH NEUTRO) (BRAbSHAw & SCHNE IDER
-1980), PRESENTA CARACTERIST ICAS QUE LA HACEN SER UN BUEN -
MARCADOR DE DARNO CELULAR. SU LOCALIZACIGN HISTOQUIMICA SE -
LLEVG A CABO EN EL CITOPLASMA GLIAL, SIN EMBARGO ALGUNOS RE
PORTES HAN DEMOSTRADO LA PRESENCIA DE S~100 EN MEMBRANAS -~
.NEURONALES (S INAPTICAS Y NUCLEARES) ASf coMO EN EL NUCLEO -
GLIAL, ES POS IBLE QUE 2 6 MAS POBLACIONES DIFERENTES DE -~
$~-100, ESTEN PRESENTES EN EL CEREBRO! UNA FRACC IGN MENOR EN
LAS MEMBRANAS NEURONALES Y, LA FRACC ION MAYOR EN EL CiTO ==
-PLASMA GL IAL.

EXISTEN EVIDENCIAS MORFOLGG ICAS Y B1OQU{MICAS QUE FAVORECEN
LA HIPOTESIS DE 'QUE LA SECRECIGN DE CATECOLAMINAS DE LA ME-
DULA ADRENAL SE REALIZA MEDIANTE EL PROCESO DE EXOCITOS IS,
EN CONJUNTO CON LA LIBERACION DE TODOS LOS CONST ITUYENTES -
soLusLes (PROTEINAS, ATP £Tc. ) DE Los GRANuLoS {DoucLas, W.
W., 1968: SmiTH, A.D., 1968),

LA PREGUNTA INMED IATA SERIA! OCURRE LO MISMO EN LAS TERMINA
LES DE LAS NEURONAS ADRENERG ICAS?

EN 1969 DE POTTER & COL, ENCONTRARON QUE EN LAS SINAPSIS A=~
DRENERG ICAS, LA LIBERACIGN DEL TRANSMISOR ES ACOMPANADA POR
LA LIBERACIGN DE PROTE {NAS LLAMADAS CROMOGRANINAS, LAS CUA-~
LES ESTAN CONTENIDAS EN LAS VES (CULAS SINAPT ICAS,

LA CROMOGRANINA A Y LA DBH ESTAN LOCAL IZADAS JUNTO CON LA =
NE EN'VESICULAS GRANDES DE CORAZON ELECTRODENSO DE LAS NEU=
RONAS ADRENERG ICAS Y SU L IBERACIGN ESTA POSITIVAMENTE CORRE
LAC IONADA CON LA L IBERACIGN DE NE (CuseEpbu & coL., [974: GE
FFEN & coL,, 1970: GEWIRTZ & KorIN, |970: SmiTH & coL., =-

19702 WE INSHILBOUM & cOL., 197!). LA SECRECION DE PROTE [NAS



EN LAS TERMINALES NERVIOSAS ADRENERGICAS HA PROVISTO UNA EN
TRADA EN EL CONOC IMIENTO DEL MECANISMO DE L!BERACIGN DE NE.
DE ACUERDO CON LO ANTER IOR Musick & HueBaRD (1972) sg PRE =~
GUNTARON S| EN LAS SINAPS IS COLINfBGICAS NO SE LIBERARTAN -
TAMB IEN PROTE fNAS JUNTO CON EL NEUROTRANSM ISOR (AcH), EN =~
BUSCA DE RESPUESTA, REAL IZARON EXPER IMENTOS EN PREPARAC |O=~=
NES AISLADAS DE DIAFRAGMA=NERVIO FRENICO (BANADAS EN UN ME=
D10 ESPEC{FICO) Y, AL ESTIMULAR ELECTRICAMENTE EL NERVIO OB
TUVIERON L IBERAC IGN DE MATERJAL REACTIVO AL Lowry (MRL); €5
;o ULT IMO CONST ITUYE UNA EVIDENC 1A MAS DE LA L IBERACION DE

MATER JAL PROTE ICO A CONSECUENCIA DE ESTIMULACION, EN 1975 -
DRUCKER=COL IN & COL. DEMUESTRAN LA L IBERAC ION F IS1OLEG ICA =
{OURANTE LA FASE'MOR DEL SUERO) DE MRL EN LA FORMACION RET

CULAR MESENCEFAL ICA EN ANIMALES PERFUNDIDOS IN VIVO,

ACET ILCOLINESTERASA (ACHE).~ EL MECANISMO DE LA NEUROTRANS=

M1SIGN COL INERG ICA REQUIERE DE LA RAPIDA INACT IVAC ION DE -
LA AcH (DALE 1914).

LOEW! & NAVRAT IL DEMOSTRARON EN 1926 QUE LA ACH PoDIA SER -
DESTRUTDA POR UNA ENZIMA QUE EXISTE EN EXTRACTOS ACUGSOS DE
TEJIDO oé RANA., UNA ESTERASA QUE ESPECF ICAMENTE HIDROL IZA
,ESTERES DE COL INA FUE CARACTERIZADA EN SUERO OE CABALLO POR
STEDMAN & coL.{1932), LLAMANDOLA POR LO TANTO COL INESTERASA,
MAS TARDE SE ENCONTRG QUE LAS CELULAS SANGU INEAS TAMBIEN -
CONT IENEN UN ALTO NIVEL DE ACT IVIDAD HIDROLITICA DE LA ACH
(STEDMAN & STEDMAN, 1935),

ALLES & Hawes (1940) SUBSECUENTEMENTE ENCONTRARON QUE EN LA

SANGRE HUMANA, LAS ACT IVIDADES ENZIMAT ICAS DE LAS CELULAS Y

i0



LAS DEL SUERO SON CUAL ITATIVAMENTE DIFERENTES, MENDEL & coL.
(1943a) DEMOSTRARON oué MIENTRAS LA ENZIMA DEL SUERO HIDRO=
LIZA BUT IRILCOLINA G PROPIONILCOL INA MAS RAPIDO QUE LA ACH;
LA ENZIMA UNIDA A LA CELULA ACTUA PREFERENCIALMENTE SOBRE ~—
LA ACH A UNA CONCENTRAC ISN BAJA DE SUSTRATO.

SE HA DEMOSTRADO AMPLIAMENTE QUE AMBAS ENZ IMAS (COL INESTERA
SA ¥ AcHE) SON POL IMORF ICAS Y SE PRESENTAN TANTO EN ESTADO
SOLUBLE COMO UNIDAS A LA MEMBRANA| AMBAS CONT IENEN GRUPOS =
HOMOLOGOS DE FORMAS MOLECULARES, LOS CUALES POSEEN CARACTE~
.RIST1CAS ESTRUCTURAS CUATERNARIAS Y PROPIEDADES DE INTERAC=
CIGN, DE ESTA MANERA ES PROBABLE QUE ALGUNAS FORMAS SEAN FI
S IOLGG ICAMENTE ACT IVAS MIENTRAS QUE OTRAS CORRESPONDEN A =
SUS PRECURSORES BI1OSINTETICOS 6 A SUS PRODUCTOS DE DEGRADA-
c 16N,

ACHE UNIDA A LA MEMBRANA.- LA POZA TOTAL DE LA ENZIMA UNIDA
A LA MEMBRANA, NO PART IC IPA DEL FENGMEN® SECRETOR10. LA EN=
ZIMA UNIDA A LA MEMBRANA TIENE UNA VIDA MEDIA DE 50 HRS, ==
MIENTRAS QUE LA ENZ IMA INTRACELULAR TIENE UN RECAMB |0 RAPI-
00 (2 A 3 HRS,). LA CANTIDAD DE ENZIMA UNIDA A LA MEMBRANA
REPRESENTA UN TERC 10 DE LA ENZIMA CELULAR TOTAL, SIN EMBAR=
GO MENOS DE LA DEC IMA PARTE DE LA ACHE RECIEN SINTET IZADA ~
$E INCORPORA A LA MEMBRANA PLASMATICA (RoTUND® & FAMBROUGH,
19804,8), DE ESTA MANERA LA ACHE SE PUEDE UTILIZAR COMO UN
MARCADOR DE MEMBRANA Y ADEMAS COMO UN MARCADOR DE LESION CE

LULAR.
LIBERAC ION POR EST IMULAC ION.~ SMiLowiTz (1980) ESTUDI6 LA -
PART IC IPAC IGN DE LOS IONGFOROS (PARA 1ONES MONOVALENTES) S@

BRE LA LIBERACION DE ACHE EN CULTIVO DE CELULAS MUSCULARES
"



DE POLLE Y CONCLUYS QUE REPRESENTA UN FENOMENG SECRETORIO =
REAL Y NO UN "DESPEGAMIENT®" DE LA ENZIMA UNIDA A LA MEMBRA
. |

LA ActHE £S5 LIBERADA PR INC IPALMENTE COMO LA FORMA G4 (FoORMA
GLOBULAR TETRAMERICA SIN BASTON) EN LA UNIGN NEUROMUSCULAR,
PROBABLEMENTE SE ORIGINA EN PARTE DE LA TERMINACIGN NERViO=
sA (SKkAu & BRIMIJOIN, |978) DONDE £S TRANSPORTADA POR EL =
FLUJO AXOPLASMICO, PERO TAMB IEN DEL MUSCULO MISMO COMO SE =
"IND ICG POR UNA LIBERACIGN CONT {NUA DE LA ENZIMA EN MUSCULOS
DENERVADOS (CARTER & BRiIMIVOIN, 1980).

SE MA DEMOSTRADO TAMBIEN LA PRESENCIA DE ACHE EN LOS FLUf -
DOS EXTRACELULARES (PLASMA, LCR) DE VAR IAS ESPECIES (Aucus-
TINSSON, 1963) incLuUYENDO AL HOMBRE (JoHNsON & Doming 1971(:
PLATTNER & HINTNER, 1930: PLum & Fos, 1960: SVENSMARK, 1961).
SE HA OBSERVADO ESTA ENZIMA EN EL LCR DE PERRO (BAREGG! &
GiacoBiNt, 197B), £EN 6aTO (FUENMAYOR, SMITH & VooTr, 1976) v
EN CONEJO (CHUBB, GOODMAN & SMITH, {976: GREENF 1ELD, CHUBB
& Smith, 1979).

EL ORIGEN DE LA ACHE EN EL LCR NO HA SIDO AUN DILUCIDADO LA
POSIB 1L IDAD DE QUE LA ACHE SEA SECRETADA POR LAS NEURONAS ~
SE HA ORIGINADO DE TRABAJOS PREVI0OS EN LOS CUALES SE ENCON~
TRO QUE EL TEJIDO PERIFERICO INERVADO COL INERG ICAMENTE (ME-
DULA ADRENAL) PUEDE SECRETAR UNA 1SOENZIMA DE LA AcHE EN -
RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON VARI10S AGENTES DEPOLARIZANTES
(CHuse & SmiTH, 1974, 19758), apemAs CHuss & coL. (1976) --
HAN PROPUESTO QUE PARTE DE LA ACHE ENCONTRADA EN EL LCR Es

LIBERADA DE NEURONAS COMO UN RESULTADO DE SU ACTIVIDAD ES~-

Ta HIPdTES!S SEGUIDA DE LA OBSERVACION DE QUE LA CONCENTRA
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C19n nE AGHE EN LCR DE CONEJO AUMENTA DESPUES DE PROCED) -~
MIENTOS (ESTIMULACION NERVIOSA) QUE PROVOCAN LA LIBERACION
DE ACH EN CEREBRO (GREENFIELD & SMITH, 1976,1979) SuGiEREN
QUE BAJO CONDICIONES FiSi0LGGICAS EL TEJI1DO NERVIOSO PER IFE
RICO, INCLUYENDO LAS NEURONAS COL INERG ICAS CENTRALES CONT IE
NEN LA ENZIMA Y LA SECRETAN JUNTO CON EL NEUROTRANSMISOR ~~

ACH .

PROTEASAS.~ LA EXISTENCIA DE DIFERENTES ACTIVIDARES DE PEP-
TIDASA SE HA INFERIDO BASANDOSE SOBRE LOS S$IT10S OF CORTE -
(EN LOS PRECURSORES) AMPL JAMENTE DEMOSTRADOS, ESTAS ACTIVI-
DADES DE PEPTIDASA (PROTEASAS) SE HAN CARACTERIZADO AMPL IA-
MENTE EN EL LUMEN L I1SOSOMAL, SITUACIGN QUE PERMITE UTILIZAR
A LAS PROTEASAS COMO MARCADORES DE LES IGN.

EN CUANTO A SU POSIBLE L IBERAC(GN, HABR{A QUE MENC IONAR QUE
BROWNSTE IN & coL. (1980) POSTULAN LA PRESENCtA (EN LOS GRA-
NULOS SECRETORI0S OE LAS TERMINALES NERVIOSAS DE LA PITU{TA
RIA POSTERIOR DE RATAS) DE ENZIMAS RESPONSABLES DEL PROCESA
MIENTO POSTRADUCC IONAL DE LOS PRECURSORES HORMONALES, S IN -
EMBARGO SOLAMENTE EN CONTADAS EXCEPC IONES, LAS ENZIMAS QUE
CATALIZAN ESTAS REACCIONES NO HAN S1DO AUN PURIF ICADAS Y GA
RACTER 1ZADAS CON RESPECTO A SU ESPECIF IC!DAD. DE ESTA MANE=~
RA EL PAPEL DE LA ACCION DE LAS PEPT IDASAS EN LA REGULAC ION
DE LAS CONCENTRAC IONES DE LOS NEURGPEPTIDOS EN EL TEJIDO =
NERV 1050, NO ESTA CLARO EN EL PRESENTE} SIN EMBARGO EX ISTEN
REPORTES DE LA PRESENC (A DE PROTE INASA NEUTRA (MARKS & LAu-
THA, 1963) EN FRACCION S INAPTOSOMAL.

LA CARACTERIZACHSN, ESPECIALMENTE DE PROTE INASAS Y PEPT IDA-
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SAS SE HA LLEVADO A CABO EN CEREBRO TOTAL (UzMAN & coL,, =~
1961 MARKS & LAUTHA, 1963, 1965, 1970: MaRks & coL. 1968).
POR TODO LO EXPUESTO ANTER IORMENTE NO SER;A SORPRENDENTE EE
CONTRAR QUE JUNTO CON EL PfPTIDO ACT IVO SE LIBERARA TAMBléN
LA ENZIMA PROTEOLITICA ESPECIFICA,

AS{, ESTIMULADOS FOR LOS ANTECEDENTES SE OPTS POR BUSCAR AC

TiVIDAD DE PROTEASAS EN LOS PERFUSADOS,

DESH IDROGENASA LACT ICA.~ EN LO QUE RESPECTA A LA DHL, coMmo

YA FUE DEMOSTRADO POR WRJOBLEWSK) & LA DUE (1955) se TRATA -
DE UNA ENZIMA DE "ESCAPE" ESTO €S, SU LOCALIZACION ES INTRA
CELULAR Y NO SE ENCUENTRA FUERA DE LA CELULA A MENOS QUE ES
TA SEA DESTRUIDA (HASTA AHORA NO SE HA DEMOSTRADD SU LIBERA
CION FIS10LGGICA). LOS NIVELES QUE LOS AUTORES PRESENTAN CO
MO NORMALES EN SUERO DE ADULTOS (260 A 850 u/mL coN UN PRO-
MED 10 DE 470 + 130 u/ML) REPRESENTAN EL RECAMBIO DIARIO CE
LULAR CON LA CORRESPOND IENTE DOTACIGON DE'DHL (Y OTRAS ENZI-
MAS) AL TORRENTE SANGUINEO} PROVENIENTE DE LAS CELULAS MUER
TAS.

DE ACUERDO CON LO ANTERIOR SE PENSG QUE SE PODRIA TOMAR A =
LA ACTIVIDAD DE DHL COMO UN MARCADOR DE LESIGN, EL GCUAL FO-

OR{A ORIENTARNOS ACERCA DEL CURSO DE UNA PERFUS ION.

GABA v ENCEFALINAS,- DE ACUERDO CON LO EXPUESTO ANTERIORMEN

TE UNA PERFUS (GN SE PUEDE CAL IF ICAR DETECTANDO EL DARO CELY
LAR PRODUCIDO EN EL TRANSCURSO DE LA MISMA] PERO ESTO NO ES
SUF IC 1IENTE, HABRIA QUE PROBAR TAMBIEN LA FUNCIONAL 1DAD dEL
TEJIDO. AUNQUE LA LIBERACION Of ALGUNAS DE LAS PROTE INAS Y

ENZIMAS ANTES MENC IONADAS ES UN POTENCIAL INDICADOR DE LA ~-
14



VIABILIDAD DEL TEJIDO, ESTA SE PUEDE PROBAR TAMBIEN MEDIAN-~

TE LA LIBERACIGN INDUC IDA DE TRANSMISORES QUIMICOS POR AGEN

TES DEPOLAR IZANTES (ALTAS CQNdENTRACIONES oE K*).

YA QUE LOS GANGL I0S BASALES DEL CEREBRO SERAN PRESENTADOS =
MAS ADELANTE COMO NUESTRO MODELO BIOLGGICO DE ESTUDIO, HE —

MOS MED IDO LA LIBERACIGN DE TRANSMISORES ABUNDANTES EN ESTA

REG 10N (BAYON & coL., 1981).

DE ESTA MANERA LA LIBERACION DE GABA EXGGENO Y LA ENCEFAL I-
ﬁA'(tNrRE OTROS TRANSMISORES) PUEDEN SER UT IL1ZADOS COMO =

MARCADORES DE VIABIL IDAD QUE NOS INDICARAN EL BUEN CURSO DE

UNA PERFUS ION IN VIVO.
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DESARROLLO EXPER IMENTAL

A) CONS IDERACIONES SOBRE ALGUNOS OBSERVABLES F|SICOS COMO -
MARCADORES DE LES IGN TISULAR DURANTE LA PERFUSION Y, MODIF|

CACIONES AL SISTEMA DE PERFUS 1IN CEREBRAL N _VIVO,

ALGUNOS DE LOS PROBLEMAS QUE MAS FRECUENTEMENTE SE PRE -
SENTARON EN LAS PERFUSIONES DE 1INFUS ION-EXTRACC IGN, FUERON
LOS SIGUIENTES:

1) OBSTRUCC ION DEL FLUJO

2) DEsEQuUiLIBRIO (AUN TEMPORAL) EN EL IN-
FLUJO-EFLUJO DEL L IQUIDO DE PERFUS ION,

3) SANGRADO DURANTE LA PERFUS ION.

i) LA OBSTRUCCIGN DEL FLUJO PUEDE PRODUéIRSE POR FRAGMENTOS
DE TEJIDO, COAGULOS DE SANGRE Y/G F IBRINA (PLASMA, EDEMA).
CAUSADO TODO LO ANTERIOR POR LA EROSIGN DEL TEJIDO DURANTE
LA PERFUS ION,

CUANDO EXISTE OBSTRUCC IGN, EL SIGNO MAS INMEDIATO SE PRESEN
TA EN LA TUBERIA DE EXTRACCION; YA QUE EN LUGAR DE LiQU1D0
SE OBSERVA AIRE. CUANDO LA OBSTRUCCION ES PARCIAL SE PRESEN
TAN SOLO BURBUJAS DE A IRE AISLADAS; EN CAMB10 CUANDO ES TO-
"TAL, LA AUSENCIA DE LiQUIDO ES ABSOLUTA EN LA TUBERA DE EX
TRACC ION.

OTRO PARAMETRO UTIL A ESTE RESPECTO ES LA MEDICION DEL VOLY
MEN DE COLECCIGON, YA QUE DA UNA APREC IAC ION CUANT ITAT IVA DE
LA GRAVEDAD DE LA OBSTRUCC IGN} DEPENDIENDO DE LA MAGNITUD =
DE LA MISMA LAS CONSECUENC IAS PUEDEN SER LEVES, COMO UNA =
D ISMINUC ION LIGERA DEL VOLUMEN DE COLECC ION CON EROSION LE=
VE Y CONTINUA DEL TEJIDO; G INCLUSO EL ANIMAL PUEDE PRESEN=

TAR UNA CONDUCTA CONVULSIVA Y MUERTE, CUANDO LOS VOLUME NES
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‘ATRAPADOS EN LA ZONA DE PERFUS ION SE ENCUENTRAN ALREDEDOR =~

DE LOS 100 MICROLITROS.

2) EL DESEQUILIBRIO DE FLUJOS EN EL SISTEMA DE PERFUSION =
PUEDE SER DEBIDO A COAGULOS O TEJIDO QUE OBSTRUYE PARC JAL==
MENTE LA LUZ DE LA CANULA DE EXTRACCION Y/3 DE INFUS ION,
‘AS{ COMO A UN DESEQUILIBRIO ENTRE LA PRESIGN DE LA BOMBA Y
LA RESISTENCIA DEL SISTEMA 810LSG 1CO. TODO LO ANTERIOR DARA
POR RESULTADO EN CAS| EL 100% DE LOS CASOS LA LESION AL TE-
JIDO EN LA 20NA DE PERFUS 10N,

TOMANDO EN CUENTA LO ANTERIOR, LA MEDICION DE LOS VOLUMENES
COLECTADOS ES UTIL PARA REALIZAR UNA EVALUACION DINAMICA Y

TEMPORALMENTE PARALELA A LA PERFUS ION.

3) Ev SANGRADO EN UNA PERFUS iGN SE DEBE A LA RUPTURA DE VA=
S0S Y, SE PRESENTA POR LO REGULAR CUANDO SE INTRODUCE LA CA
NULA Y/G CUANDO HAY MOVIMIENTO DE LA MISMA EN LA 20NA DE ~-
PERFUS 10N,

NO PUEDE EVITARSE EL QUE SE LESIONEN ALGUNOS VASOS SANGUT =
NEOS AL INTRODUGIR LA CANULA. LO QUE St ES IMPORTANTE Y ADE
MAS SE PUEDE LOGRAR EN GRAN MED IDA, ES £L EVITAR QUE LA CA~
NULA UNA VEZ COLOCADA EN LA REGléN A PERFUND IR CONT'NJE PRE
SENTANDO MOV IMIENTOS} YA QUE £5T0 ULTIMO IMPLICARIA LESION
CONT fNUA. '

SOLUCION © REDUCCION DE LOS INCONVENIENTES ANTES DESCRITOS.
CON RESPECTO AL PUNTO 1), EL TIPO DE CANULAS UT IL1ZADAS EN
ESTE TRABAJO DE TESIS SON DOS, LAS CUALES PRACT ICAMENTE so=

LO SE DIFERENC tAN EN LA PUNTA, A UNA LA DENOMINAMOS C&NULA

GADDUM & TRAD1C 1ONAL (F 1G, 1) ¥, LA OTRA ES LA CANULA MOD i=

7



FICADA EN 0JAL & RANURADA (FiG, 2).

EN LA CONSTRUCCIGON DE LAS CANULAS SE UTILIZAN TUBOS DE D IFE
RENTES DIAMETRO, EL TUBO DE LA CANULA MAS EXTERNA § DE EXx=-
TRACCION TIENE UN DIAMETRO DEL NUMERO 21 (GA), MIENTRAS QUE
LA CANULA INTERNA & DE INFUSION TIENE UN DIAMETRO DEL NUME-
RO 29 (6A), EN LA CANULA TRADICIONAL, LA PUNTA DE LA TUBE -
R{A DE INFUSION PROTRUYE A TRAVES DE LA TUBERTA DE EXTRAC =
CION UNA LONGITUD DE UNO A DOS MM (FiGc, 1),

CONs IDERANDO EL PROBLEMA DE EROSION AL TEJIDO Y OBSTRUCC ION
DE LA CANULA, LA SOLUCION QUE SE PLANTEA AQUi ES CUBRIR LA
PUNTA DE LA CANULA TRADICIONAL PARA EVITAR LA INCRUSTRAC IGN
DE CUALQUIER CUERPO EXTRANO (coAGULO, TEJ 100 Erc}). DE EsTa
MANERA, EN LA CONSTRUCC ION DE“LA‘CKNULA RANURADA ANTES DE ~
ENSAMBLAR LOS TUBOS EXTERNOS E INTERNOS CON EL F N DE FOR -
MAR UN S ISTEMA CONCENTRICO GADDUM-MYERS, EL TUBO DE EXTRAC=
CI1ON €S OBSTRUIDO EN LA PUNTA CON MATERIAL PARA SOLDAR ¥ =
DOS OJALES SON TALLADOS BAJO CONTROL MICROSCGOPICO A CADA LA
DO DEL TUBO JUSTAMENTE SOBRE LA PUNTA (F i6. 2). EL NUMERO Y
LONG ITUD DE OJALES PUEDE VARIAR DEPEND IENDO DEL TAMANO DE -
LA REGION A PERFUNDIR POR EJ., PARA EL ORGANO VASCULAR PERL
VENTRICULAR DEL POLLO (QUE SE ENCUENTRA EN LA PARED DEL TER
CER VENTRICULO) SE UTIL1ZA UNA CANULA CON UN SOLO OJAL.

EN CUANTO A LA LONGITUD TOTAL DE LA CANULA ESTA DEPENDE OE
LA REGION A PERFUNDIR Y POR SUPUESTO DEL T IPO DE ANIMAL EX=
PER IMENTAL,

A PESAR DE QUE TEGRICAMENTE ESTE NUEVO DISENO EN LA PUNTA =

DE LA CANULA PRESENTAR{A VARIAS VENTAJAS, TENDRIA TAMBIEN

ALGUNOS INCONVENIENTES DEBIDO A QUE EL AREA DE CONTACTO CON

18
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F1GURA 1.- CANULA PUSH-PULL, GADDUM
MYERS. LOS SISTEMAS DE TUBOS { INTE-
RIOR BLANCO Y EXTERIOR SOMBREADO) =
SE ENGCUENTRAN CONCENTR1COS A LO LAR
G0 DE LA PUNTA DE LA CANULA, PERO -
SE SEPARAN UNA VEZ QUE ENTRAN EN LA
CAMARA SUPERIOR, LA CUAL ESTA GCONS=
TRUIDA DE DOS PIEZAS ATORNILLADAS -
DE ACERO INOX IDABLE (SOMBREADO) Y o
UN SELLO DE HULE (BLANCO). LA CANU-
LA GUA USADA EN EL LABORATORIO, ~=

PR&CT!CAMENTE FUNC IONA COMO UN DISPQ
SITIVO QUE PINZA A LA CANULA PUSH==

PULL. LA CA,NULA PUSH PROTRUYE DE LA
’
CANULA PULL, 19



‘PROVEC'CIOH ORTOGOMAL OF LA PUNTA DE LA CANULA RANURADA

VISTA  FRONTAL/ ' VISTA  LATERAL
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FIGURA 2.~ LA MODIF ICACION EN OJAL DE LA PUN=
TA DE LA CANULA PUSH—PULL SE MUESTRA EN ESTA
FIGURA . EL DISENO E£5TA HECHO A ESCALA, MOS-
TRANDO LA CANULA DE DOBLE OJAL UTILIiZADA EN
ESTE TRABAJO.



EL TEJIDO SE VE REDUC DA, AS{ POR EJ. SE ESPERARiA QUE LA E
FICIENCIA DE MUESTREO Y/O INTRODUCCION DE SOLUTOS DISMINUYE
RA, ESTO ULTIMO SE COMPROBARA O DESCARTARA POSTER IORMENTE -

CON EL USO DE MARCADORES,

2) CoN EL FiN DE SELECC IONAR UN SISTEMA DE iNFLUJO=EFLUJO —
QUE NOS AYUDARA A RESOLVER S1 NO COMPLETAMENTE, POR LO ME--=
NOS EN GRAN PARTE EL PROBLEMA EN EL DESEQUILIBRIO DE FLUJOS
SE UTILIZARON DOS D IFERENTES BOMBAS DE INFUS tSN-EXTRACC IGN
UNA FUE LA BOMBA DE JERINGAS O RECIPROCANTE (Fi6. 3) Y LA =
OTRA FUE LA BOMBA POLISTALTICA O PERISTALTICA (Fi6. 4), QUE
COMO SU NOMBRE LO INDICA INTRODUCE Y SACA L iQUIDO POR MED IO
DE MOVIMIENTOS PERISTALTICOS,

PAnA AMBOS T1POS DE BOMBA ES VALIDA LA REGLA DE QUE EL MiS=
MO VOLUMEN QUE SE INTRODUCE EN EL CEREBRO DEL ANIMAL DEBE —
SALIR YA QUE CUALQUIER RETENC IGN DE L {QUIDO PRODUCE UNA SE-
RIA LES ION,

UNA DE LAS PRUEBAS QUE SE UTILIZARON PARA VERIFICAR EL EQU
LIBR1O ENTRE LOS TUBOS DE INFUSION Y EXTRACC ION FUE LA Sl--
GUIENTE ! UNA VEZ QUE SE HUBO MONTADO EL SISTEMA, ESTO ES LA
CONEX IGN DE LA CANULA EN SU ENTRADA (INFUSIGN) Y sALIDA (EX
TRACC ION) MEDIANTE TUBER A DE POL IETILENO Y/O SYLASTIC CON
LA RESPECT IVA ENTRADA Y SALIDA DE LA BOMBA Y YA LLENAS LAS
TUBER {AS CON EL LiQu1Do DE PERFUS IGN (NACL 130.7 MM, CACL2
(H20)2 1.8 M, McS04 (7H20) 1.18 M, NAHCO3 20 M, D-GLUCOSA =
2 6/L), SE COLOCA UNA PEQUERNA GOTA EN LA PUNTA DE LA CANULA
Y SE ECHA A ANDAR EL SISTEMA, S| ESTA GOTA NO SE CAE, NI VA
RiA SU TAMARO DESPUES DE 30 MIN, ENTONCES PUEDE DEC IRSE QUE
EL SISTEMA ESTA EN EQUILBRIO,

21



R
Sy \:‘_?§<"'“ VES O,

e CARULA GV I A

CAKULA PULY °

et ?

. ) . .l
< ——cAMULA PUSH

.

(SL <AREA PEAFUKDIOA

- - e

B

FiGURA 3.~ AQui SE ESQUEMATIZA EL SIS~
TEMA DE PERFUSION QUE UTIL1ZA LA BOMBA
REC IPROCANTE, A LAS JERINGAS, 2 EN TO-
TAL} SE ENCUENTRA CONECTADA LA CANULA

DE INFUS IGN=EXTRAGC ION MED)ANTE UNA TY
BER A DE POLIETILENO, LA POSIBILIDAD =
DE LA ENTRADA DE AIRE EN LA TUBERIA DE
EXTRACCI(’;N SE PUEDE D ISMINUIR APLICAN=-
DO UNA PEQUERNA CANT IDAD DE SILICON EN

£L EMBOLO DE LA JERINGA,
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FIGURA 4,- Bowmsa POLISTA'LTICA COMO suU NOM

BRE LO INDICA ESTA BOMBA DE INFUS |ON~EX ==
TRACCION, FUNC IONA MED IANTE UN S ISTEMA DE
RODILLOS Y CASSETTES QUE AL G IRAR ENVIAN
EN UNO Y OTRO SENT 100, EL LIQUIDO QUE SE
ENCUENTRA DENTRO DE UNA TUBER{A DE SYLAS ==
TIC.
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LA VELOC IDAD DE PERFUSION FUE EN PROMED 10 DE 29 MICROLI ==
TROS POR MINUTO Y, MEDIANTE LA TINCION DE LA ZONA DE PERFU=~
S16N CON AZUL DE EVANS SE OBSERVG QUE LA MISMA TIENE UN DIA
METRO DE | A 1.5 MM, )
MAS ADELANTE SE ENUMERARAN LAS VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL -
USO DE CUALQUIERA DE LAS 2 BOMBAS (LA DE JERINGAS G LA po=-

LISTALTICA),

3) CoMO YA SE MENC IONG EL SANGRADO ES CAS| INEVITABLE AL IN
SERTAR LA CANULA Y/G AL PRODUCIR LESION MECANICA LA CUAL =~
CONS ISTE EN EXTRAER Y VOLVER A INTRODUCIR LA CANULA, LO AN-
TERIOR NOS LLEVA A PENSAR QUE CUALQUIER MOVIMIENTO DE LA CA
NULA, YA SEA ROTATORIO Y/C VERT ICAL PRODUCE UNA LESION QUE
ES BIEN POS IBLE SE MANIF IESTE CON SANGRADO,

ANTERIORMENTE EN LAS PRIMERAS PERFUSIONES UT IL 1ZAMOS TUBOS
6UFA QUE NO SUJETABAN LA CANULA POR S| MISMOS, SINO QUE HA-
BiA QUE FIJARLA AL TUBO GUIA MEDIJANTE TELA ADHES VA,

POR LO TANTO ESTABA A MERCED DE LOS MOV IMIENTOS DEL ANIMAL
EN PERFUSION Y, CUALQUIER CABECEADA G MOVIMIENTO BRUSCO PO-
DiA PRODUCIR UNA LESIGN EN LA ZONA DE PERFUSION (LO CUAL SE
OBSERVG EN LA MAYOR iA DE LOS EXPER IMENTOS). POR LO ANTERIOR
MENTE EXPUESTO SE PENSG EN LA POSIBIL IDAD DE CONSTRU IR UNA
GUfA QUE A LA VEZ SUJETARA A LA CANULA (A MANERA DE PINZA)
IMP IDIENDOLE AST CUALQUIER MOVIMIENTO (FiG, 1),

LA IMPLANTAC IGN DE LA CANULA GUfA SE LLEVA A CABO ESTEREQ~=

TAX1CAMENTE, LAS CANULAS SON DE ACERO INOX IDABLE CON UN D I

METRO DE 18 GA, SE FIJAN DE FORMA PERMANENTE AL CRANEO ME ~
D IANTE CEMENTO ACRILICO Y SIRVEN COMO GUIA PARA LA INSER —=

CION AGUDA DE LA CANULA DE INFUS IGN-EXTRACC ION. LA LUZ DEL
24



TUBO GUiA SE OBLITERA MEDIANTE UN MANDRIL PROTECTOR,

EN.REFERENCIA A LA zONA DEL S,.N.C. EN QUE SE LLEVARON A CA-
BO LAS PERFUS IONESS SE ELIGIO EL ESTRIADO POR LAS SIGUIEN -
TES RAZONES! ES BIEN SABI0D0 QUE EL GP ES UNA REGIGN RICA -
EN CUANTO A CONTENIDO DE ENCEFALINAS Y DEL NEUROTRANSMISOR

GABA. EN CUANTO AL CAUDADO, YA GREENFIELD & coL. {1980) Ha-
8 AN DEMOSTRADO LA L IBERACIGN DE ACHE EN NUCLEO CAUDADO DE

GATOj POR LO QUE SE DECIDIG BUSCAR LA LIBERACION DE LA ENZJ

MA EN S.N,C. DE RATA Y UTILIZARLA COMO MARCADOR BI0LGG ICO,



B) TECNICAS DE MEDICIGN DE PROTE INAS Y ENZIMAS EN PERFUSA

DOS DE CEREBRO:{ DESARROLLO METODOLGG 1CO,

1} LA ACTIVIDAD DE LA DESHIDROGENASA LACT IcA (DHL) st
DETERMING DE ACUERDO AL METODO DE BERGMEYER, 1974 v Sip =
NEY & COL., 1955, CON ALGUNAS MOD IF ICAC IONES PARA OPTIMIi~-

ZAR LA MEDICIGN .

MEZCLA DE REACCION.~ BUFFER P04 (0.05 M, PH 7.5), NicoTin
ADEN{N D INUCLEST 100 REDUC 100 {NADH, CONCENTRAC IGN FINAL =~
0. 17uM), PIRUVATO (CONCENTRACION FINAL O,3WM), MUESTRA =
BloLdeICA,

PARA OBTENER UNIDADES DE REFERENC IA CON RESPECTO A LA ACH
TIVIDAD ENZIMATICA, SE UTIL1ZG EL COEF ICIENTE DE EXTIN ==

c 18N MOLAR PARA EL NADH QUE ES IGUAL A 6220

UMOLES = ABs . x_|
MIN. MIN. 10.36 %

% UMOLES = ABS. X VOLUMEN DE REACCION

MIN, MIN. 6.22
X 0.6 = !
6!22 IOISG

UNA UNIDAD INTERNACIONAL =_J UMOLA
MIN,
EN LO QUE RESPECTA A LA OPTIMIZACION DE LA TECNICA PA=
RA LA DETERMINAG IGN DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA DHL
FUE BASTANTE LABORIOSA, YA QUE LA ACTIVIDAD A MEDIR ES A=
PENAS DETECTABLE POR METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS Y, POR
LO MISMO ES REGUERIMIENTO INDISPENSABLE QUE LA SENSIBILI=

DAD DEL METODO SEA LO SUF ICIENTEMENTE BUENA COMO PARA DE=-

26



TECTAR ACT IVIDAD ENZ IMAT ICA EN LAS MUESTRAS DE PERFUS IQN,
EL pAso DE NADH para NAD™Y pUEDE MEDIRSE TAMB IEN POR FLUOR
ROMETR {A, SIENDO ESTE METODO MUCHO MAS SENS IBLE. LA RAZON
POR LA CUAL NO HICIMOS USO DEL MISMO, FUE PORQUE NO TEN{A

MOS ACCESO CONSTANTE A UN FLUOROMETRO.

PARA OBTENER UN ENSAYO ENZIM TICO CON LA SENS I8 1L IDAD

DESEADA SE LLEVARON A CABO LAS SIGUIENTES MOOF iCAC IONES !

- SE REDUJERON L8S VOLUMENES ORIG INALES DE LOS REACT IVOS
EN EL ENSAYO ENZIMATICO (AS{, REDUCIENDO EN MAYOR PROPOR=
GION EL VOLUMEN TOTAL DEL ENSAYO, EN COMPARACION CON EL

VOLUMEN DE LA MUESTRA, AUMENTAMOS LA CONCENTRAC IGN DE EN-

ZiMA),
OR 16 INAL MOD IF 1ICADO

Burrer P04 2.8 ML 0.5 m
NADH 0.05mML/2.5 0.02 mL
MUESTRA
BioLosica 0.10 mL 0,06 ML
B IRUVATO 0.05mML/2.5 0.02 mL

.00 ML 0,60 ML

PARA OBTENER UNA CURVA DE CINETI1GA ENZ IMAT ICA (A DIFEREN~

TES CONCENTRAC IONES DE ENZIMA) SE H1ZO LO SIGUIENTE?:

= A RATAS ALBINAS (WISTAR), CON UN PESO DE 150 A 200 -

8, SE LES EXTRAE EL GP.

= HOMOGEN1ZAC IGN OE LOS GLOBOS PALIDOS EN R INGER KREBS

(D1Luc 18N 1:10 PESO/VOLUMEN).

PARA ®EDIR LA ACTIVIDAD OE (A DHL, TANTO EN HOMOGENADO ¢
(ToTAL) COMO EN SOBREWADANTE (SOLUBLE)] SE LLEVARON A CABSO
DIFERENTES DILUC IONES DEL HOMOGENADO, HASTA OBTENER vOLU-
MENES DZSDE 0.COl A | MICROLITRO. PARA OBTENER EL SOBRENA

DANTE, SE CENTRIFUGS EL HOMOGENADO A 3,000 RPM DURANTE U-
27



NA HORA Y EN Ef MISMO TAMBlfN SE LLEVARON A CABO DIFEREN -
TES DILUCIONES HASTA OBTENER VOLUMENES DE 0.001 A 20 micro~
LITROS.

-~ LA REACC IGN ENZIM&TICA SE ECHABA A ANDAR AL AGREGAR YA ==
SEA EL HOMOGENADO O EL SOBRENADANTE (EL STOCK DE LA MUESTRA
810006 1CA SE MANTENTA A TEMPERATURA DE HIELO, PERO UNA VEZ
INIC IADA LA REACCldN, ESTA SE DEJABA CORRER A TEMPERATURA =
AMB IENTE). EN UN PRINCIPIO LA CINETICA FUE DE |0 MIN, EN TQ
TAL (LEYCNDO CADA M|N.) PERO SE OBSERVé QUE EN LOS PERFUSA=-
DOS DE ALGUNOS ANIMALES PRACT {CAMENTE NO SE DETECTABA ACT (-
VIDAD DE LA DHL (FiG. 1), CoN EL FiN DE OBTENER UNA MAYOR
SENS1BILIDAD, LAS LECTURAS SE FUERON TOMANDO CADA VEZ A ==
TIEMPOS MAS LARGOS (45 MIN,, UNA HORA) HASTA LLEGAR A LA TQ
MA DE LECTURA DENTRO DE UN PER{ODO DE 24 HRS. (DENTRO DE ES
TE PERI0DO, DESPUES DE INICIADA LA REACC ION ENZIMAT ICA} LAS
LECTURAS SE LLEVARON A CABO A LOS 2 MIN,, 2, 4, 6, 8 v 24 -
HRS, ). ASi, ALARGANDO LOS TIEMPOS DE LECTURA SE LOGRO MEJO-
RAR LA SENSIBILIDAD DEL METODO PARA LA DETECCION DE LA ACT1
VIDAD ENZIMAT ICA. SOLO QUE LAS CINETICAS A LARGO PLAZO PRE-
SENTARON UN NUEVG INCONVENIENTE, AL LLEVAR A CABO REACC 10--
NES EN LAS QUE SOLO SE MEZCLG BUFFER Y NADH OMITIENDOSE POR
LO TANTO EL PIRUVICO Y LA ENZIMA, SE OBSERVO DE TODAS MANE-~
RAS UNA PENDIENTE QUE AUNQUE MINIMA REPRESENTABA UNA OX IDA=
C16N NO ENZIMATICA DEL NADH QUE ENMASCARABA CUALQUIER ACT §=
VIDAD IGUAL O MENOR A ELLA (Fi6, [2), POR LO MISMO SE DEC I~
D10 CORRER UN BLANCO EN CADA ENSAYO ENZIMATICO A FiN DE RES

TARLO DE LA ACTIVIDAD TOTAL MEDIDA. EN LA FiG. |3 sSE PUEDE

OBSERVAR LA CURVA PATRON DE LA DHL, RESULTADO DE LA MED1 ==~

i
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CIGN CON €. METODO YA MODIF ICADO PARA OBTENER UNA MAYOR SEN

SIBILIDAD,.
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Ficura |1

DETERMINACION DE ACT IVIDAD DE DHL A PERFUSADOS
DE LA REGIGN DEL ESTRIADO EN GATOS. CINETICAS
DE 10 miNUTOS.

EN LAS ORDENADAS, UNIDADES DE DENS IDAD GPTICA
Y EN LAS ABSCISAS, EL TIEMPO EN QUE SE LLEVO

A CABO EL ENSAYO.

(o) Tuso | .

(a) tuso 5 .

NoTa.- LA PENDIENTE INICIAL ES EL RESULTADO

OE UN EFECTO DE D ILUCION,

30




l. B - S A

. 0.87
2 <
S 5 0.7+
QO =
< —
a N
-— .
x W .
° ol
! | 5§ . 10 _ IS 20 24
! Figura 12 SUPERIOR _ ' -HORAS .
E-
?o 0. 71
=
angy
Q = - -y ]‘
' 0.6- haadil 9
R L !
2 =0 \
-
[&]
1< 0.5 . !
! 5 10 ) 20 24
_ Flgura 12 wwerioR . HORAS

i

EN LA GRAF ICA SUP. SE PUEDE OBSERVAR CLARAMENTE LA OX1-
oac 1SN NO ENZ IMAT Ica DEL NADH. ‘

LA GRAF ICA INF, PRESENTA UNA CINET ICA ENZ IMAT ICA REALI=
ZADA EN 24 HRS., CON 5 LECTURAS} LA PRIMERA A LOS 2 MiI-
NUTOS DE INICIADA LA REAGCION v LA ULTIMA A LAS 24 HRS.
ESTA CINETICA SE LLEvS A CABO EN PERFUSADO DE CEREBRO

DE RATA (COMO FUENTE DE ENZ IMA) Y SE OBSERVA UNA CLARA
PEND IENTE DEMOSTRATIVA DE LA PRESENCIA DE ACTIVIDAD DE
DHL EN ESE PERFUSADO.

EN LAS ORDENADAS TENEMOS UNIDADES DE DENS IDAD OPTICA Y
EN LAS ABSCISAS EL TIEMPO EN QUE SE EFECTUG LA MED IC 16N,

N
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“AGT IV IDAD DE ' DHL

104 - R L .
301’ ' v
" 28

201

a

3.,

8.0

005 o 0.5 . 10
" MICROLITROS DE HOMOGENADO

CURVA PATRGN DE LA ACTIVIDAD DE DHL REAL IZADA A
DIFERENTES vOLUMENES DE HOMOGENADO DE GLO
BO PALIDO DE RATA DESDE 0.01 ut HAsTA 1.0 UL =
(MED 1 10NES REAL 1ZADAS EN LAPSOS DE 24 HRS.),

EN LAS ORDENADAS TENEMOS LOS VALORES DE LA ACT |
VIDAD DE DHL EN UNIDADES INTERNAC IONALES/ML DE
PERFUSADO POR 10 4.

EN LAS ABSCISAS LOS VOLUMENES DEL HOMOGENADO,
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2) LA ACTIVIDAD DE LA ACET ILCOL INESTERASA (ACHE) SE DETER
M ING DE ACUERDO AL METODO DE ELLMAN & cOL., 1961 (sE -
REAL 1ZARON ALGUNAS MOD IF ICAC IONES PARA OPT IMIZAR LA -

SENS IB IL IDAD: DEL METODO),

MEZCLA DE REACCIGN.- BUFFER FosFATo (PO4) (0.1 M, eH 8),
DITI08ISNITROBENZOATO (DTNB) (0.0! M), 100URO DE ACETIL -

TiocoLINA (0,075 M), MUESTRA B10LOG ICA.

PARA HACER LOS CA’LCULOS U_T|LIZAMOS EL COEF IC IENTE DE EXT lﬁ
CléN MOLAR DEbL COMPUESTO COLORIDO FORMADO, QUE ES IGUAL A =
.36 x 104

D umoLas = _AA/MiN
MIN, MINe

A umoLAs = UNIDADES ABSOLUTAS (ELLMAN & coL., 1961)

MIN,

PARA LA OPRIMIZACION DE LA TECNICA DE MEDICION DE LA -
ACTIVIDAD DE ACHE TAMBIEN SE LLEVARON A CABO CI1ERTAS tMOD
FICACIONES AL METODO ORIG INAL,

PARA EMPEZAR; AL I1GUAL QUE cON LA DHL SE DISMINUYERON LOS
VOLUMENES ORIG INALES | CON EXCEPC ION DEL VOLUVEN CORRESPON
DIENTE A LA FUENTE DE ENZIMA {DE ESTA MANERA SE AUMENTO -

MAS DE |0 VECES LA SENSIBILIDAD DEL ENSAYO).

OR I3 INAL MOD IF 1ICADO

BUFFER P04 2.9 ML 0.384 ML

DTNB 0.1 ML 0.02 mL

FUENTE DE ENZIMA O, mu 0.1 ML

ACET ILT loCcOL INA 0,02 ML 0,02 mu (6 ve-

(AT 10CH) CES O ILUIDA LA

CONGE NTRAC ION
ORIG INAL)
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LAS‘DETERMlNACloNES ENZ IMAT 1ICAS SE LLEVARON A CABO AL PRIN
CtP10 EN LAPSOS DE [0 MiIN. (TOMANDO LECTURA CADA MINUTO) -
(r16. 14), POSTERIORMENTE EN BUSQUEDA DE UNA MAYOR SENS 1B
LIDAD DEL METODO SE REAL{ZARON LECTURAS EN LAPSOS DE 24 =
HRS., TOMANDO LECTURA A LOS 2 MIN, DE INICIADA LA REAGGCION
A LA HORA, 3, 5, B v 24 urs. ( Fi6. 15),

AL IBUAL QUE EN LA METODOLOGiA PARA DETERMINAR DHL TAMB (€N
SE CORRIG UN BLANCO EN EL QUE SE ENCONTRABAN TODOS LOS COM
PONENTES CON Excspchw DE LA FUENTE DE ENZIMA, GBSERVANDO®
SE UNA PEQUERNA PENDﬂﬁNrE QUE REPRESENTA LA HIDROLISIS NO -
ENZIMKT}CA'(FIG. 15).

EN La Fig, 6 TENEMbS 2 CURVAS PATRON CORRESPOND IENTES A -
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SOBRENADANTE Y HOMOGENADO -

DE CABEZAS DE CAUDADO DE RATA,

\
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2 Figura 14 INFERIOR . minutos

LA DETERMINAC IGN DE ACTIVIDAD DE ACHE REAL 1ZADA
A 2 DIFERENTES  VOLUMENES DE HOMOGENADO DE
caBezas. DE caubapo (0.01 uL, GRAF ICA SUP. Y 0.05
ULy, GRAFICA INF,) EN LAPSOS DE [0 MIN, NO PREsEﬁ
TA PENDIENTE ALGUNA Y POR LO TANTO SE TRADUCE ES
TO EN CERO ACTIVIOAD DE AcCHE,

EN LAS ORDENADAS: AGT IVIDAD DE ACHE EN UNIDADES
DE DENSIDAD OPT ICA.

EN LAS ABSCISAS: TIEMPO EN QUE SE LLEVG A CABO =
LA MEDICION DE LA REACCION ENZ IMAT ICA,

O Y ® = DUPLICADOS.,
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AL 1GUAL' QUE COMO SUCEDE CON LA DHL TAMBIEN PARA
LA ACHE HABRA QUE CORRER UN BLANCO EN CADA ENSA
YO, EL CUAL REPRESENTARA LA HIDROLISIS NO ENZIMA
TICA DEL SUSTRATO (ACETILTIOCOLINA) (FiGc, 15 ~.
SUPER 10R).

EN LA FIGURA !5 INF, SE PRESENTA UNA PEND IENTE =
BIEN CLARA QUE NOS HABLA DE ACT IVIDAD DE AcHE -
PRESENTE EN PERFUSADO DE CAUDADO DE RATA, EL =
TIEMPO EN EL QUE SE LLEVG A CABO LA CINETICA FUF
DE 24 HRS,

EN LAS ORDEMADAS TENEMOS ACTIVIDAD DE ACHE EN U=
NIDADES DE DENSIDAD GPTICA Y, EN LAS ABSC ISAS EL
TIEMPO EN QUE SE LLEVARON A CABO LAS MED IC IONES
ENZ IMATICAS,
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FiGurRA 16

CURVAS PATRGN DE LA ACTIVIDAD DE =
ACHE, UNA CORRESPONDIENTE A D IFEREN
TES VOLUMENES DE SOBRENADANTE Y LA
OTRA A DIFERENTES VOLUMENES OE HOMQ
GENADO DE CAUDADO DE RATA.

EN AMBAS CURVAS LAS MEDIC JIONES SE
LLEVARON A CABO EN LAPSOS DE 24 HRS.
ADEMAS SE AUMENTS LA CANT IDAD DE EN
ZIMA APROX IMADAMENTE |2 VECES,

EN LAS ORDENADAS TENEMOS UNIDADES
ABSOLUTAS DE ACTIVIOAD DE AcHE (ELL
MAN, 1961),

EN LAS ABSCISAS, LOS VOLUMENES DE
SOBRENADANTE Y HOMOGENABO EN MICRO=
LITROS.

® = VALOR DEL BLANCO
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3) DETERMINAC ION DE PROTE (NAS,=- EL ENSAYO DE PROTE [NAS SE

LLEVG A CABO MEDIANTE EL METODO DE LOWRY & coL. (1951).

PARA LA CURVA ESTANDAR SE UT ILI1ZG ALBUMINA DE SUERO
BOVINO (BSA), PREPARANDOSE SOLUCIONES (EN UG/40 UL) A DI~

FERENTES CONCENTRACIONES, DESDE O.) HASTA 51,2 .,

SE ELIGIERON 5 § MAS PMNTOS PARA LA CURVA ESTANDAR, LOS -
CUALES SE ENCONTRARON EN UN RANGO QUE FUE DE 5 HASTA 320

uG /ML 4



4) PARA LA DETERMINACION DE ACT IVIDAD OE PROTEASAS SE TO-
MG COMO REFERENCIA A LOS SIGUIENTES TRABAJOS: R INDERKNECHT
& coL., 1968: T.P. Kine, A.C. ALAGON, KuaNn, SosoTkA & LicH

TENSTE IN, 1983,

MEZCLA DE REAGCION:
BUFFER FOSFATO (PO4) (PH 8, 0.1 M) -
900 MICROL ITROS,- HIDE POWDER AZURE (HPA) 2.5 MG, MUESTRA

BloLoGicA |00 MICROL ITROS.

EN ESTE ENSAYO, UNA UNIDAD DE ACTIVIDAD £S5 IGUAL A LA CAN
TIDAD DE ENZIMA GQUE HIDROLI1ZA UN MILIGRAMO DE SUSTRATO EN

20 HRS.

‘EL PROTOCOLO PARA MONTAR LA TECNICA Y DETERMINAR ACTIV| =
DAD DE PROTEASAS EN PERFUSADOS DE CERE3RO FUE EL S ISUIEN-
TE:

) O3TENER UNA CURVA DE CAL IBRACION

2) OBTENER EL PH OPT IMO DEL ENSAYO

3) OBTENER EL TIEMPO OPTIMO PARA LEER LA ACTIVIDAD ENzcmé

TICA,

PARA LLEVAR A CAB0 EL INC1SO 1) SE UTIL1Z6 COMO SUSTRATO
EL HPA, BUFFER PO4 v TRIPSINA (5Me/ML EN HCL IMM). LAs DI
FERENTES CONCENTRAC IONES OE TRIPS INA QUE SE UT IL 1ZARON, -
FUERONS 0,25, 0.5 ¥ .0 MICROGRAMOS POR 100 MICROLITROS -
(F1e. 17).

EN LO QUE RESPECTA AL INCISO 2) SE LLEVARON A CABO DETER-
MINAC IONES DE ACTIVIDAD ENZIMAT ICA CONTENIDA EN MUESTRA =
& 10LdG ICA, HOMOGENADO Y SOBRENADANWE DE GP (L0S vOLUMENES
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FIGURA 17,~ CURVA DE CAL IBRACION LLEVADA A CA
80 CON DIFERENTES CONCENTRAC IONES DE TR IPS INA
Y UTIL IZANDO COMO SUSTRATO EL HPA . LAs CON=--
CENTRAC IONES DE TRIPSINA UTILIZADAS FUERON --—
BASTANTE PEQUERNAS, TOMANDO EN CUENTA LAS MUY
PROBABLEMENTE BAJAS CONCENTRACIONES DE PEPT (-
DASAS PRESENTES EN LOS PERFUSADOS.

EN LAS ORDENADAS TENEMOS UNIDADES DE ABSORBAN
ClA POR HORA Y, EN LAS ABSCISAS MICROGRAMOS -
DE TRIPSINA POR {00 MICROLITROS -DE BUFFER FOS
FATO, -

OY & = DUPLICADOS
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TANTO DEL HOMOGENADO COMO OEL SOBRENADANTE FUERON: 0.0] =~
0.1 ¥ | MICROLITRO),

Los VALORES OE PH (UTILIZANDO BUFFER PO4) SELECCIONADOS -
FUERON DE ! 5, aes)oo A REFERENC 1AS ANTERIORES (LoH, Y.P.
& GRITSH, H,A,, 1981: LoH, Y.P, & CHane T-L., 1982) v, o€
8 DEBIDO A QUE ES EL EXTREMO ALCALING Y ADEMAS POR EXPE =
RIENC A PROPIA DE QUE LA ACTIVIDAD DE OTRA ENZIMA EN EL
CEREBRO (ACHE) sE DETECTA A ESTE PH. LOS TIEMPOS OE LECTY
RA FUERON A LAS 3, 7 ¥ 25 HRS, LUEGO DE |M|C|ADA LA REAC-
C1dN, AL LLEVAR A CABO LOS ENSAYOS SE DETECTO AGTIVIDAD -
ENZIMAT 1CA CON EL BUFFER P04 PH 8, No suceoiEnpo asi cow
EL BUFFER P04 PH 5; POR LO QUE EN ENSAYOS POSTERlORéS SE
UT (L 126 EL PR IMERO.

UNA VEZ QUE SE HUBO OBTENIDO EL PH MAS IND 1CADO SE LLEVS
A CABO EL ENSAYO ENZIMAT ICO EN EL HOMOGENADO Y SOBRENADAN
TE, PERO ESTA VEZ CON VOLUMENES MAYORES:! 0.5, [.0 v 5.0
MICROL ITROS PARA EL SOBRENADANTE Y; O.l, 0.5 v 1.0 micro=
LITROS PARA EL HOMOSENADO., LOS TIEMPOS OE LECTURA DESPUES
DE INICIADA LA REACCION FUERON: 2, 4, 6, 8 v 24 Hrs, (FiG.
i18).

EN LO QUE A DETERMINAC ION DE PROTEASAS EN PERFUSADO GERE-
BRAL SE REFIERE, SE HUBO DE AUMENTAR EL VOLUMEN DE LA =
FQENTE B810LGG ICA .BE LA ENZIMA A 200 MICROLITROS (INIC 1AL~
MENTE FUE DE |00 MICROL ITROS) CON EL FIN DE PODER OBSER==
VAR ACTIVIDAD DE PROTEASAS (AUN AS | DESAFORTUNADAMENTE EL
AU 170 BASAL FUE MUY GRANDE POR LO QUE EL ENSAYO EsTK POR

OPT IMIZARSE ),
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FIGUuRA |8,- ACTIVIDAD DE PROTEASAS, SE
uTiL123 HPA cCOMO SUSTRATO Y COMO FUENTE
DE ENZIMA SOBRENADANTE Y HOMOGENADO DE
GP DE RATA (VOLUMENES DEL SOBRENADANTE
*« 0,5, 1.0 Y 5 MICROLITROS. VOLUMENES
DEL HOMOGENADO = O.l, 0.5 v 1.0 MicroO-
LITROS). EN MEDICIONES POR DUPL ICADO,
COMO SE OBSERVA SE OBTUVO UNA RESPUES=-
TA L INEAL,

EN LAS ORDENADAS TENEMOS UNIDADES DE
ABSORBANCIA/HR. Y EN LAS ABSCISAS LOS
VOLUMENES DEL SOBRENADANTE Y EL HOMO-
GENADO (A CADA VOLUMEN CORRESPONDE U-
NA CIERTA CONCENTRACION DE TEJIDO),

0.~ SOBRENADANTE
®.- HOMOGENADO
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C) EvALUACION DE ALGUNOS MARCADORES F {SI1COS DE LESION Ti-
SULAR DURANTE UNA PERFUSION IN VIVO Y, SU RELACION CON -

LA LIBERACI6N DE GABA EXOGENO.

SE ANAL 1ZARON LOS RESULTADOS DE LAS PERFUSIONES OBTENL
0AS DE 20 RATAS HEMBRA (CUYO PESO SE ENCONTRABA EN UN RAN
6o DE {50 A'ZOO 6. ), IMPLANTADAS CON CANULAS GUIA EN EL
GP oeR. (A= -0.84, L= +2.5, V= ~2.5), DESPUES DE UN POS-Q
PERATOR IO DE 5 DIAS MINIMO, LAS RATAS FUSRON PERFUND IDAS
CON LA CANULA DE INFUS IGN~EXTRACC IGN, SE UT IL1Z6 TANTO LA
CANULA TRAD ICIONAL COMO LA CANULA RANURADA. .
UN GRUPO DE RATAS (8) SE PERFUNDIO CON LA BOMBA DE JER IN-
G6AS Y OTRO (12) CON LA BOMBA POLISTALTICA, ESTO FUE CON -
EL PROPGS ITO DE COMPARAR EL FUNCIONAMIENTO DE AMBAS (VER
tTasLas t, 2 v 3),

EL DESARROLLO DE LAS PERFUSIONES FUE EL SIGUIENTE: DE CA~
DA UNO DE LOS ANIMALES SE COLECTARON 25 MUESTRAS DE |5 ==
MIN, CADA UNA, A UN FLUJO DE PERFUSION DE 25 uL/MIN, EN =
LA PRIMERA COLECC ION SOLO SE PERFUNDIO R INGER KREBS, EN =
LOS SIGUIENTES 30 MIN., QUE CORRESPOND AN A LAS COLECCIO =
NES 2 ¥ 3, SE PERFUNDIERON 7. 14 UCI DE 3H-cABA {(tuC1/uL
ACT IVIDAD ESPECIFICA = 34,7 CI/MILIMOL) ) DE ESTA MANERA =
ESTE AMINOAC IDO AL SER CAPTADO POR LAS CELULAS DEL AREA ~
PERFUND IDA EN EL $5.N,C. SERTA SUSCEPTIBLE DE SER L IBERADO
POSTER IORMENTE MED [ANTE LA EST IMULAC ION DE LAS MI5MAS. LO
ANTER 1I0R NOS PERMIT10 MED IR LA FUNC IONAL IDAD DEL TEJIDO =
PERFUND IDO AL ESTABLECER EL GRADO DE RESPUESTA DE LAS CE~-
LULAS MEDIANTE LA CUANT IF ICAC IGN DE LOS PICOS DE L IBERA -

C1ON, SOBRE UNA BASAL CONTiNUA,
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100% de Tespussts positiva
§ ostimulacién con atto k*
Medida por Ja liberacibn de
GABA W)

rata "0
1) Liraraci8n do GABA HJ
2) Volumen (vol, idesl 340 # 20 ul}
1) sanjrado
4) Obstrurcidn
8) Eatraccién de clnula -
€) Se apaga pomba
1 _Otros

coLEcclones

TABLA 1§

7.8 9 1o

154
1

Kt-Ca
14 15 16

x* Mag
11 1819 20 21 22

24

01,2 3 4

2552752651265
Madhadhadhed

i

295

sata "R*

1) Liberacién de GABA H3

2) Yetumen (vol, ideal 370 + 30 ul)
3) sangrado

4) Obstrucclén

§) Extraccién de chnula

6) Se spags bomba

1) )rros

9.1 2.3 4

x*
1

12

K*-Ca
W 15 16

x* Meg
17 18 19 20 122

23

24

*

+ +
312 312 298 100 300

xx:i

26

rata °T"

1) Lihbavacifn de GABA H)

2) Volumen (vol, ldcal 360 & 20 ul)
3} Sangrade

4) Obstruccibn

$) Eatraccisn de cénula

6} Se apaga borba

1 otros

0.1 3 3 4

x+-Ca
14 15 16

17_18 19 20 21 22

26

K3

Radd

Tate "D"

1) Liberacifin de GABA H3

2) Volunen (vol. ideal 350 ul)
1) Sangrudo

4} Custruccldn

8) ExtracciSn de cnula

§) §¢ apaga bomba

1} Otrow

0 1 2 34

10

x*-Ca
1415 18

=

Mec
17 18 19 20 29 22 23

23

XX X X

+

S 3

*
0

+

Raad

x

ENESTA TABLA SE PUELDE OBSERVAR QUE EN LAS PERFUSIONES EXPUES

TAS NO SE PRESENTARON PROBLEMAS HIDRODINAMICOS DEL TIPO DE
OBSTRUCC IGN G SANGRADOj POR LO MENOS 3 COLECC IONES ANTES Y,
POR SUPUESTO TAMPOCO EN LAS COLECC IONES EN LAS QUE SE EFEC--
TUS EST IMULACIGN QU IMICA, SIENDO ESTE UN REQUISITO IND ISPEN=
SABLE PARA QUE EL TEJIDO RESPONDA A LA EST IMULAC ICN MED IANTE
LA LIBERACION DEL NEUROTRANSMISOR EXGGENO,

CLAVE.- CADA NUMERO REPRESENTA UNA COLECCISN DE 15 MIN. TAN=
TO LAS ESTIMULACIONES QUIMICAS COMO LA MECANICA ESTAN SENALA
DAS EN LA COLECC IGN CORRESPOND IENTE, :

LA LIBERACION DE 3H-GABA SE MARCA CON UNA CRUZ (+) CUANDO ES
POS ITIVA,

EN CUANTO AL SANGRADO, LA MAYOR INTENS IDAD CORRESPONDE A 4
CRUCES, CADA VEZ QUE SE PRESENTA UN ACCIDENTE (OBSTRUCC ION,
SANGRADO ETC.) SE MARCA CON UNA "X",

SOLO SE PRESENTAN LOS VOLUMENES CISMINU(DOS.

Nota.- EL 75% (RATAS O,R Y T) DE LAS PERFUSIONES FUERON REA=
L 1ZADAS CON LA BOMBA POLISTALTICA, MIENTRAS QUE EL 25% (RATA
D) SE REALIZARON CON LA BOMBA RECIPROCANTE, EN LAS 4 PERFU==
SIONES SE UTILIZG LA CANULA GADDUM=MYERS,

[
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30 a €6V da respuesta jositiva TABLA 2
& astimulacién con alto potasio COLECE IONES x* x*

Ids poe 1a liboracifn do.cAnA K3 O 1 3 3 4 % 67 8 9 30 Ir 2 13 14 15 16 17 18_19_20 2923 23 24 325 26 |

Tata "A*
1) Liberacion de CABA i3

: * Hog
3) Volwmen (vol, ideal 350 ul) ! 340 270 )40 140 140 340

3) sangrado

4) Obstrucciba

§) Extracclén de clnula
4) Be apaga borba

1! otros

x x
x X
X 4
Ry

rata *z”
1) Liberacidn da GABA H3

x*-Ca

x* x*
¢ 123 45 6 7 8 9 10 11 12 13 W4 15 16 17 18 19 20 21 22 23 2

Weg + *

3} Yolusen {vol, ideal 350 ul) . 340300300

3) sangrado

4} obstrucciSn

4} Bxtrazciln de cinula
6) Sa apaga bosba

7} otroa

-
x

x
x

Ne

Kag

[Ead

EN ESTA TABLA IS DE LLAMAR LA ATENCION QUE EN
LAS COLECC IONES QUE NO SE OBSERVG RESPUESTA A
LA ESTIMULAC ION QU IMICA FUERON PRECED IDAS POR
ACC IDENTES (SOBRE TODO OBSTRUGCCION Y EXTRAC=—<~
CIGN DE LA CANULA) EN COLECC {ONES CERCANAS, --
SIN EMBARGO UNA VEZ GUE SE NORMAL1ZG EL CURSO
DE LA PERFUS IGN, EN LAS COLECC IONES MAS APARTA
DAS DE LOS ACCIDENTES S| SE LOGRG OBTENER L IBE
RAC 10N DE GABA H3 POR EST IMULAC ION QU iMICA,

MISMA CLAVE QUE PARA TABLA | .

NoTA.- AMBAS PERFUSIONES FUERON REAL1ZADAS CON
LA BOMBA REC IPROCANTE. Y, LA C&NULA RANU
RADA,
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[S—

Cero respucsta a cstimulacidn TABIA )

con alto K, Medida per la 3
boraclén de cAna 113

COLECT I10MKS x* xt-ca

x*
0\13‘!678‘)10"12131AI5|61718192071212\24

EN ESTA TABLA, EN LA QUE SE PRESENTAN SOLO PERFUSIQ
NES QUE NO RESPOND IERON A LA EST IMULACION QUIMICA
(MED IANTE LA LIBERACION DE 3H~GABA) SE PUEDE CONSTA
TAR QUE HAY UN GRAN NUMERO DE ACCIDENTES (OBSTRUC-
c18N, SANGRADO ETC.) DURANTE EL CURSO DE LA PERFU--
SI1GN SIENDO MAS O0BVIA SU PRESENC 1A EN G ALREDEDOR
DE LAS COLECCIONES DEST INADAS A LA EST IMULACION QuT
MICA,

MISMA CLAVE QUE PARA TaABLA |,

Nota.- EL 66.6% DE LAS PERFUS IONES FUERON REAL IZA-
DAS CON LA BOMBA RECIPROCANTE (RATAS C Y F), MIEN--
TRAS QUE EL 33.3% (RATA M) sE REAL1ZG CON LA BOMBA
POL ISTALTY ICA.

SE UTIL1Z6 LA CANULA RANURADA EN LAS PERFUS IONES DE
LAS RATAS C Y M. EN LA PERFUS ION DE LA RATA F SE -
USG LA CANULA GADDUM-MYERS.
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rata “C*
1} Liberacién do GanA #3 Neg Hog Neg +
2) Volumern (vol. Ldeal 350 wl) 200200250200 300300 200 320 200 320 300 330 300 330
3) Sangrado - 44+ e e
4) Cbatruccidn X X X X X x % X X
5) Extraccibn da clnula X xXxx X X X X X x
6) Se apaga bomba X XX x X X x X X
1) Otros nusrte
rats "Ke x* x*-ca x* Hec
. 0 1 _2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
1) Liberacidn o GADA H3 Neg Neg Neg *
2) Volumon {vol. ideal 390y 40 ul) 164190172212218 160 220 22 248
3) Sanqgrado e o D AR
4) Obstrucclén 2?21?71 ST x 7 ?2 T ? 1 2
© 5) Extracaifn ce cinula b 4 X x
4) $1 apaga bomba x X
N otros convul
slonss
. * *-ca Xt Hec
Tata "re 0.1 23 45 6 7 89 19 11 12 13 14 15 16 17 18 _19 20 3t 323 23 M 35 2%
1) Liberacibn do canA W) Neg Neg . Neg *
2) Volwen (vol. ideal 350 ul) 340300340340 250 M0 300 150 150 300 40
3) Sangredo . ”” R R R Y
4) Obstruccitn x ?7 2 X X X XX
$) Extrzceidn da cénula X X X X x X X X X
6) Se apags bozba . % x X . x x X X x
1) Ctros



[LAS ESTIMULACIONES SE LLEVARON A CABO DE AGUERDO AL ESQUE
MA DE COLECCION DE LA FIG, 5 Y, CONSISTIERON EN PERFUND IR
EN 2 DIFERENTES OCAS IONES CON ALTAS CONCENTRAC JONES DE K*
(49 MM); UNA VEZ CON RINGER QUE CONTEN{A ALTAS CONCENTRA=

clones of K* v carecia pe Ca2*

Y3 LA ULT IMA EST IMULAC ION
QUE FUE MECANICA Y CONSISTIO EN EXTRAER Y VOLVER A INTRO=
DUCIR INMED IATAMENTE LA CANULA EN EL CEREBRO DE LA RATA.
ENTRE CADA ESTIMULACION Y POSTERIOR AL CARGADO CON 3H—GABA

SE LAVO LA ZONA DE PERFUSIGN CON RINGER KREBS.

MARCADORES POS IBLES DE LES ION.
- OBSTRUCC ION DEL FLUJO-VOLUMEN DE RECUPERACION , LA EVA-
LUAC 1ON DE LA HIDROD INAMICA DEL SISTEMA SE PUEDE HACER A
TRAVES DE ALGUNAS GRAF ICAS DE VOLUMENES DE RECUPERAC IGN =
QUE SEANYREPRESENTAT IVAS DE BUENAS PERFUS IONES (CON RES=-~-
PECTO A LA LIBERACIGN DE 3H-GABA) 0 DE AQUELLAS EN LAs -
QUE SE HAYA PRESENTADO ALGUN PROBLEMA DE O0BSTRUCCIGN DE ~
LA CANULA © DESEQUILIBRIO EN EL INFLUJO-EFLUJO. AS{, TENE~
MOS LA F16., 6 Y LA FiGs 7 QUE MUESTRAN EL PERF il TEMPORAL =
DE L0S VOLUMENES EN 2 PERFUS IONES L IBRES DE ACC IDENTES. UNA
CORRESPOND IENTE A LA BOMBA DE JERINGAS (FiG, 6} Y LA OTRA A
LA BOMBA POL ISTALTICA (FiG. 7).
De 16UAL MANERA, EN LAS GRAFICAS 8 (suP. E INF.) ¥ O sE -
PUEDEN OBSERVAR DIFERENTES PERF ILES DE VOLUMENES EN PERFU
SIONES QUE PRESENTARON OBSTRUCC IGN CON DISMINUC IGN DEL VQ
LUMEN A GOLECTAR Y, RECUPERAC ION DEL MISMO UNA VEZ SUBSA-
NADA LA causA (FiG. 8, SUP, E INF.). EN LA GRAFICA 9 SE ~
MUESTRA LA AUSENC 14 TOTAL DE RECUPERAC IGN DEL EQUIL IBRIO
H IDROD INAM ICO DESPUES DE UNA OBSTRUCC 10N,

CABE HACER LA ACLARACION DE QUE NINGUNA DE ESTAS 3 PERFU-
47
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FIGURA 5

EN EL ESQUEMA SUPERIOR SE MUESTRA EL CURSO DE UNA PERFY
SI1ON INICIANDO EL CARGADO DEL TEJIDO CON 3H-GABA DURAN=-
TE 30 miINe (cOL. 2 Y 3) POSTER IORMENTE HAY UN PERIODO =~
DE LAVADO QUE TERMINA EN LA coL, || DONDE SE ESTIMULA
POR PRIMERA VEZ CON ALTAS CONCENTRACIONES DE K*. LA se-
GUNDA EST IMULAC IGN QUE SE LLEVA A CABO EN LA coL. |5 Es
EFECTUADA CON ALTAS CONCENTRAC IONES DE K¥ MENOS caZ*

LA TERCERA ESTIMULACION CON ALTAS CONCENTRAC IONES DE K*
SE LLEVA A CABO EN LA cOL. |9, Y POR ULTIMO LA EST IMULA
CION MECANICA SE EFECTUA EN LA COL. 22 6 23,

EN EL MISMO ESQUEMA SE EJEMPLIFICA (CON FLECHAS) EL MO-
MENTO EN QUE DEBE INICIARSE (AST COMO TERMINARSE) CUAL~
QUIERA DE LAS EST IMULAC IONES, TOMANDO EN CUENTA EL TIEM
PO DE RETRASO.

EN EL ESQUEMA INF. SE MUESTRA TAMBIEN EL CURSO DE UNA
PERFUS 1ON CON LAS S1GUIENTES EXCEPCIONES: EL CARGADO DE
3H-GABA SE REAL 1ZA DURANTE 45 MIN. {(coL. 2, 3 ¥ 4) v;
EN LA SEGUNDA ESTIMULACION QUE TAMBIEN SE LLEVA A CABO
CON ALTAS CONCENTRAC IONES DE K* MENOS CAZ*, SE PERFUNDE
RINGER KREBS MENOS CAZ* MAS MG 2+ DOS COLECC IONES PRE==
VIAS A LA ESTIMULACION Y UNA DESPUES DE LA MISMA (LA BA
RRA SOBRE LAS COLECCIONES 13, 14, |15 v |6 INDICAN LO AN
TES DICHO),

E C = EXTRACCION DE LA CANULA
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FIGURA 6

PERFUS ION A GP DER. DE RATA., CANULA RANURADA.
BoMBA HarVARD.,

EN LAS ABSCISAS, CADA NUMERO REPRESENTA UNA CO
LECC 16N DE 15 MIN, (INCLUYENDO EL CERO), EN =
LAS ORDENADAS ESTAN REPRESENTADAS 2 ESCALAS, EN
LA LINEA DISCONT{NUA CPM X 1072 v EN LA LIiNEA -
CONT fNUA cpM x 1072, EN LA ORDENADA DER. SE GRA .
FICAN'.LOS VOLUMENES COLECTADOS EN MICROL | TROS
POR |5 MIN,

TANTO EL CARGADO DE GABA H3 COMO LAS ESTIMULACIQ
NES QUIMICAS Y LA MECANICA ESTAN SENALADAS EN LA
COLECC ION EN QUE SE EFECTUARON .

EL SANGRADO SE CALIFIGA CON 4 CRUCES, EL MAS IN-
TENSO.

CUANDO SE INDICA QUE SE PARG LA BOMBA, EL PARAME
TRO TIEMPO SIGNIF ICA LOS MINUTOS QUE SE MANTUVO
SIN FUNCIONAR Y, EL PARAMETRO EN PERFUSION INDI-
CA EL MINUTO CORRESPOND IENTE DESPUE'S DE INIC IADA
LA COLECCION EN QUE SE PARG LA BOMBA.

EL PERFIL DE LOS VOLUMENES COLECTADOS POR LA BOM
BA HARVARD, TIENE COMO PROMED IO IDEAL 350 UL oB-
SERVANDOSE UN DEF ICIT DE |0 UL SOLO EN AQUELLAS
COLECCIONES CERCANAS A 0 EN EL PRECISO INSTANTE
EN QUE SE DETECTS OBSTRUCCIGN DE LA CANULA (MAS
ESPEC IF ICAMENTE DE LA TUBER{A PUSH). POR LO DE-~
MAS ESTE SE PUEDE CONS IDERAR UN PERF IL BASTANTE
ACEPTABLE EN LO QUE A VOLUMENES SE REF IERE.
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Ficura 7

PERFUS ION A CAUDADO DER. DE RATA. CANULA RANURA
DA, BoMmBA POLISTALTICA.

EL PERFIL DE VOLUMENES PRESENTA VAR IAC IONES NOR
MALES HASTA DE 20 + 5 MICROL ITROS (PROMED IO I =
DEAL DE LOS VOLUMENES = 450 uL).

EN ESTA GRAF ICA TOMANDO COMO UNICO PARAMETRO DE
CALIF ICACION A LOS VOLUMENES, SE PODR{A CONCLU IR
QUE ES UNA BUENA PERFUS IGN.

EN LAS ORDENADAS ESTAN REPRESENTADAS 2 ESCALAS,
EN LA LINEA DISCONT INUA CPM X 1076 v en La Li--
NEA CONTINUA CPM x 1073 ,

LA EXPLICAC ION DE LOS PARAMETROS FALTANTES SE
ENCUENTRA EN LA LEYENDA DE LA FIG, 6 .
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FiGurA B

GRAF ICA SUPERIOR, PERFUSION GP DER. CANULA RanU-
RADA, BomBA HARVARD,

GRAF ICA INFERIOR, PERFUSIGN GP DER. CANULA RANURA
DA, BoMbA HARVARD,

EN ESTAS 2 PERFUS IONES REAL1ZADAS GON LA BOMBA ~
HARVARD, HAY PROBLEMAS HIDROD INAMICOS 0BVIOS. RE~
VISANDO EL PERFIL DE VOLUMENES ES CLARO QUE HAY =
UNA D ISMINUC IGN DE LOS MISMOS EN EL PUNTO EXACTO
DEL PROBLEMA HiDROD INAMICO (OBSTRUCCIGN V6.) v ~
ADEMAS EN LAS COLECCIONES VEC INAS, SIENDO MAS MAR
CADA LA DISMINUGIGON EN EL PRIMERO. TAMBIEN £S DE
HACERSE NOTAR'LA RECUPERACIGN COMPLETA DEL PERFIL
UNA VEZ SUBSANADA LA CAUSA,

EN LAS ORDENADAS ESTAN REPRESENTADAS 2 ESCALAS,

EN LA LINEA DISCONT INUA CoM x 1074 v En LA L inEA
CONT iNUA cPM X 107> (GRAF 1cA suP.). EN La GRAF ICA
INF., LAS ESCALAS SON: L {NEA DISCONT iNua cPM X 1O
LINEA CONT [NUA GPM X 107> .

LA EXPLICACION DE LOS PARAMETROS FALTANTES SE EN
CUENTRAN EN LA LEYENDA OE LA FIG. 6 ,
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FIGURA 9
PERFUS ION CAUDADO DER. CANULA GADDUM, Bomsa RO
LISTALT ICA.

ESTA GRAF ICA NOS MUESTRA EL FENSMENO CLASICO -

DE UNA PERFUS IGN QUE AL PRINCIPIO LLEVA UN BUEN
‘R ITMO (CAL'FICADO AL TOMAR EN CUENTA SOLO EL -
PERF IL DE LOS VOLUMENES COLECTADOS), PERO UNA ~
VEZ QUE SE PRESENTAN PROBLEMAS (DE OBSTRUGC 1SN

SOBRE TODO) LA PERFUSION SE VA PARA ABAJO (0OB-

SERVAR EL PERFIL DE LOS VOLUMENES) NO VOLVIEN~

DOSE A RECUPERAR EL CURSO NORMAL.

EN LAS ORDENADAS ESTAN REPRESENTADAS 2 ESCALAS
EN LA LINEA DISCONT INUA cPM x 1070 v &N La Li-
NEA GONT INUA CPM X (073 ,

LA EXPLICAC ION DE LOS PARAMETROS FALTANTES SE
ENCUENTRA EN LA LEYENDA DE LA FIG. &



OBURVADLEY
GPERACION
OUNACION D€\

L ODFNACION

€N PERFUSADOS

3HGABA

20 3H06ABA

NN

/1
- 4 !
3=t 18 ( 1
) 1
H L]
3 .
)
! i
! 1
7
974 .
2= 104 /: 500
/)
)
1
)
/ 400
]
) .
V/A L300
13 s i
h
200
t
(00
} /
i A y) ‘--
] 3 % T S Wb 13 15 17 Froccldn
SANGRADO #+& ve .
QISTRUCCION [ pum
OTROS .
PARAR GONBA
CATRACCION CANULA P P
€N PLRFUSION
TIEMPO . »

VOLUMEN
RECUPERADO



'S1ONEs (8 suP. E INF, ¥ 9) TUVO RESPUESTA POSITIVA A LA =

LIBERAC IGN OF 3

H-GABA POR EST IMULAC ION QUIMICA, YA QUE —
LOS DEF ICITS DE VOLUMEN SE PRESENTARON CERCANOS A, § EN -

LA PRIMERA EST IMULACION (COLECCION 11),

~ SANGRADO Y OBSTRUCC IGN. ESTOS PARAMETROS SE PUEDEN UT I—
LIZAR PARA CAL IF ICAR UNA SES ION DE PERFUSIGN {CON RESPEC—
" TO A LA LIBERAC ION DE 3H-GABA). CoMo SE PUEDE OBSERVAR EN
LA F1i6, .10, EN LAS PERFUS IONES NO EX ITOSAS EL PORCENTAJE

DE SANGRADOS Y OBSTRUCCIONES ES ALTO SOBRE TODO EN LAS CO
LECC IONES DEST INADAS A EST IMULAC ION QU iMICA, EN CAMBIO EN
LAS PERFUSIONES EXITOSAS EL MAYOR PORCENTAJE DE SANGRADOS
SE ENCUENTRA AL INICIO DE LAS MISMAS (CUANDO SE INTRODUCE
LA CANULA) Y EN LAS COLECCIONES CORRESPOND IENTES A LA ES-
TIMULAC ION MECANICA, EN CUANTO AL PORCENTAJE DE OBSTRUC=-
CIONES REALMENTE £S5 BAJO Y AL PARECER FUERON MINIMAS YA -
QUE NO AFECTARON LA RESPUESTA DEL TEJIDO A ESTIMULACIGN —

QuimMica.
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Fieura 10

EN ESTAS GRAF I1CAS SE MUESTRAN 2 PARAMETROS DE COMPARAC IGN
(SANGRADOS Y OBSTRUCC IONES) PRESENTES EN 2 TIPOS DE PERFU-
SIONES: GRAF ICA SUPERIOR, EN LAS QUE NO SE OBTUVO L.IBERA=-
16N DE H-GABA POR ESTIMULAC IGN QUIMICA (PERFUS IONES No

E*ITOSAS) Y GRAF ICA INFERIOR, EN LAS QUE SE OBTUVO EL =~==
100% DE RESPUESTA A ESTIMULAC ION QUIMICA, REPRESENTADA POR
LA LIBERAC IGN DE 3H<GABA POR EL TEJIDO (PSRFUS IONES EX ITO=

SAs).
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D) VALIDACION DE PARAMETROS B 10QU IMICOS COMO MARCADORES DE
LES 10N T ISULAR Y COMO MARGADORES DE VIABIL IDAD CELULAR EN

UNA PERFUS ION,

CON EL FiN DE REUNIR MAS DATOS QUE DEMOSTRARAN LA LIBEM
RAC ION DE D IFERENTES MACROMOLECULAS TALES COMO ACHE, PRO~-
TE{NAS, PROTEASAS ADEMAS DE GABA ¥ DHL POR LESIGN TISULAR
Y POR EST IMULAGION QU iMICA; s DECIDI0 LLEVAR A CABO PERFY
SIONES EN 2 AREAS DEL S,N.C.: GLOBO PALIDO Y NUCLEO CAUDA~-
DO (DE AGUERDO CON LAS RAZONES Y& sxpuasrAé ANTER IORMENTE ),
PARA LLEVAR A CABO LO ANTERIOR, SE [MPLANTARON ESTEREOTAXU
CAMENTE CON GUTAS PARA CANULA 8 RATAS HEMBRA CON UN RANGO
DE PESO DE 150 A 200 6Rs.

CUATRO RATAS SE IMPLANTARON EN EL NC (A= +0.30, L= +2.5 -~
Ve «2,5) v cuatro EN £ GP (A= -0.84, L= 42,5, V= =2.5),
DESPUE'S DE UN POS~DPERATORIO MINIMO DE 5 D{AS, LAS RATAS =
FUERON PERFUNDIDAS CON LA CAMULA DE INFUSION-EXTRACC IGN DE
ACUERDO CON LOS SIGUIENTES PARAMETROS !

~ SE UTILIZG LA CANULA TRAD IC 1ONAL

~ TODAS LAS RATAS SE PERFUNDIERON CON LA BOMBA POLISTALT -
CA .

- Ei. DESARROLLO DE LAS PERFUS IONES FUE EL SIGUIENTE!

EN CADA UNO DE LOS ANIMALES SE COLEGTARON DE 23 A 25 MUES~-
TRAS DE 15 MIN, C/U, A UNL VELOCIDAD PROMED IO DE 33 MICRO~-
LITROS POR MIN. (LA PERFUSION DURG EN TOTAL 6 HRS),

EN LA PRIMERA COLECCION SOLO SE PERFUND IS RINGER KREBS, -~
LOS SIGUIENTES 45 MIN, QUE CORRESPONDIERON A LAS COLECC jO~
NES 2, 3 ¥ 4 SE PERFUND IO 3H-GABA . ESTA vEZ SE PERFUNDIC

DURANTE MAS TIEMPO EL GABA MARCADO DEBIDO A QUE LA VELOG I-
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DAD DE PERFUSION FUE MAYOR.

DURANTE LA PERFUS (ON SE LLEVARON A CABO 3 EST IMULAC IONES =
quiMicas con K* 49 MM. LA PRIMERA, EN LA COLECCIGN No, |1,
LA SEGUNDA FUE REALI1ZADA EN LA COLECGION No., 15 coN LA PE-
CUL IAR IDAD DE QUE 2 COLECCIONES ANTES DE LA MISMA Y UNA =

, ’ +
DESPUES, SE PERFUNDIO RINGER KREBS S IN CA2 . EL RINGER CON

K™ 49 MM TAMBIEN ESTABA EXENTO OE calt, LA TERCERA ESTIMU
LAC IGN FUE LLEVADA A CABO EN LA COLECCIGN No. 19} poR ULTL
MO SE REAL 1Z6 UNA LESIGN MECANICA QUE CONSISTIG EN EXTRAER
Y VOLVER A INTRODUC IR LA CANULA EN EL SITIO DE PERFUS ION,
ESTO SE LLEVS A CABO YA SEA EN LA COLECC ION 22 & 23 (Fic.

5) .

L IBERAC IGN POR EST IMULACIGN,~ ES AQUELLA EN LA CUAL SE PRQ

VOCA LA SALIDA DE UNA DETERMINADA MOLECULA BIOLOGICA DE =
LA (s) cfruta (s). POR EJ. MEDIANTE LA EST IMULACIGON CON U-
NA SUSTANC IA QUIMICA DEPOLARIZANTE (EN ESTE CASO, COMO YA
SE HA MENC 10NADO SE UTIL1ZG6 K'Y 49 MM). LA moL€cuLa pueDE -
SER UN NEUROTRANSMISOR G UNA PROTE INA (ENZIMATIEA G NO),

- 3H-GABA. EN ESTE TRABAJO SE UTIL1ZS (ENTRE OTRAS MOLECU=

LAS) AL NEUROTRANSMISOR, ACIDO GAMA=AMINO BUT fR1cO (GABA)
COMO PARAMETRO DE VIABILIDAD CELULAR., ASd PODEMOS OBSERVAR

EN LA F1G, 19 LA LIBERACISN DE >

H-GABA PROVOCADA POR ALTAS
CONCENTRAC IONES DE K* EN EL MED10 DE PERFUS ION, EN LAS 3 =
ESTIMULAC IONES QU IMICAS MARCADAS "BN LA F 16, |9, SE OBSERVA
UNA L IBERAC ION DE 3H-GABA. SOLO QUE LA CANTIDAD L ISERADA =
FUE DECREC IENDO (HECHO QUE SE TRATARA DE EXPLICAR EN EL A=
PARTADO DE LA DISCUSION). SE INCLUYE ADEMAS UN GRAF ICA PRO
MED1O OE B PERFUSIONES {FIG, 20) EN LAS QUE SE OBTUVO RES=-
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Figura 19

PERF IL DE LIBERACION OF 3H-GABA CORRES =~
POND IENTE A UNA PERFUSION SIN ACC IDEN--
TES (REALIZADA EN GP DE RATA),

PARA CLAVE VER PIE DE FIGURA 6 .
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PROMED 10 DE L IBERACION DE 34-GABA DE 8 PERFUS 10-
NES SIN ACCIDENTES (REAL1ZADAS EN GP DE RATAY,
EN LAS ORDENADA TENEMOS 2 ESCALAS, LINEA PUNTEA=
DA} CPM X 10™4. LiNEA CONTINUA, CPM X 1073, La
L‘NEA VERT ICAL SOBRE LA BARRA CORRESPONDE A LA
DESVIAC IGN ESTANDAR,

CADA ESTIMULACION YA SEA QUIMICA O MECANICA SE
ENCUENTRA SENALADA EN LA COLECC IGN CORRESPONDIEN
TE.



PUESTA POSITIVA EN LAS 3 ESTIMULACIONES Y UNA GRKFICA INDl
. . 3
VIDUAL QUE MUESTRA EL PERFIL DE L IBERACION DE “H- GABA co-

RRESPOND IENTE A UNA MALA PERFUSION (FiG. 8 INF.).

- PROTEINAS. EN LA FIG., 22 SE PUEDE OBSERVAR EL PERF IL DE
LIBERAC 10N DE PROTE INAS (EN GP°DE RATA), CORARESPOND IENTE -
AL PROMED 10 DE 8 PERFUSIONES LIBRES DE ACCIDENTES , ES DE

HACERSE NOTAR QUE AL INICIOC DE LA PERF US 10N (CON LA INSER=~

CION DE LA CANULA) AS{ COMO AL F INAL DE LA MISMA (EN LA Es

YIMULAC 10N MECANICA) LOS NIVELES DE LIBERACION PROTE ICA =

SON BASTANTE MAYORES QUE LOS QUE SE LOGRA OBTENER CON UNA
EST IMULAC ION QU IMICA. SE MUESTRA ADEMAS EL PERFIL DE LIBE=-
RAC 10N PROTE ICA DE 4 PERFUSIONES L IMP1AS (EN NC DE éATA) -
Flc, 23.

LO ANTERIOR NOS INDICA QUE LA PROTE (NA PUEDE UT ILIZARSE TAM
BIEN COMO MARCADOR DE LES IGN CELULAR, AS{ EN LA GRAFICA 2|
SE PUEDEN OBSERVAR GRANDES P ICOS DE L IBERACION DE PROTE {NA
CUANDO SE PRESENTAN ACC IDENTES EN LA PERFUSION DEL TIPO DE
APAGADO DE LA BOMBA (DEBIDO A FALLA ELECTRICA), G MOVIMIEN

TO BRUSCO DEL ANIMAL,

- ACET ILCOL INESTERASA, LA FIG. 24 MUESTRA EL PERFIL DE LI
BERACION DE ACHE DE UN PROMED IO bE 4 PERFUSIONES EXITOSAS
EN NC DE RATA.

AL 1GUAL QUE CON LA LIBERACION DE PROTE INAS, SE OBT IENEN
PICOS ALTOS DE "LISERACION" AL INICIO Y AL FINAL DE LA PER
FUSION} COINC ID IENDO PERFECTAMENTE CON EL TRAUMA F {SICO DE
LA INSERCION Y/O EXTRACCION DE LA CANULA., PUEDE OBSERVARSE
TAMB IEN UNA L INEA BASAL DE LIBERACIGN Y, EN LAS COLECCIO -

NES DOMNDE SE LLEVG A CX80 LA EST IMULAGCION QU iMICA UNOS Pi-
cos (AUNQUE PEQUERNOS) DE L IBERACION DE LA ENZ IMA.
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Fieura 21 )

EN ESTA PERFUSION LLEVADA A CABO EN NC DE RATA; LA
DETERMINAC ION DE PROTE {NAS NOS DA UN PERF IL CARAC—
TER(STICO DE LESIONES AL TEJIDO, PRODUCIDAS POR AC
CIDENTES DURANTE LA PERFUS ION,

COMO YA SE HA DESCRITO ANTERIORMENTE EXISTE GRAN -

LIBERACIGN DE PROTE INA AL INICIO {CON LA INTRODUC—
CI6M DE LA CANULA) Y AL FinaL (CON LA EST (MULAC 1ON

MECANICA) ) EN ESTA GRAF ICA SE PRESENTAN ADEMAS O--
TROS 2 PICOS UNO EN LA COL, 7 Y OTRO EN LA COL. |2,
EL PRIMERO VA PRECEDIDO DE UNA FALLA ELECTRICA —-
(POR LO TANTO SE PARS LA BOMBA DE PERFUSION) Y, EL
SEGUNDC P ICO ES PRODUCTO DE UN SANGRADO.
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PROTE INA™ (U6 /ML OE PERFUSAD

TR T - i s | b b & 4t e w4 =

NUMERO DE FRAGC ION

Ficura 22.

ESTA GRAF ICA PRESENTA EL PROMED IO OEL PERF IL
DE LIBERACION DE PROTE INAS EN 8 PERFUSIONES
SIN ARTEFACTOS, REAL 1ZADAS EN GP DE RATA.
LOS P ICOS MAS ALTOS DE L IBERACION QUE SE OB
TIENEN AL PRINCIPIO Y AL F INAL DE LAS PERFZ
SIONES CORRESPONDEN AL TRAUMAT ISMO GUE PRO-
VOCA LA INSERCION Y/G EXTRACCION DE LA GANU
LA. PERO ADEMAS SE OBSERVAN UNDS PEQUERNOS -
PICOS DE LIBERACION, CORRESPOND IENTES A LAS
EST IMULAC IONES QUIMICAS {SENALADAS POR LAS
BARRAS PARALELAS A LAS ABSCISAS).

LAS LINEAS VERTICALES SOBRE LAS BARRAS REPRE
SENTA EL SEM .
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AQuUl SE MUESTRA LA LIBERACION DE PROTE {NAS DE
UN PROMED 10 SE 4 PERFUS IONES REAL $ZADAS EN EL
NC DE RATA., EN LAS ORDENABAS TENEMOS UG DE =-—
PROTE [NA/ML DE PERFUSADO Y EN LAS ABSC ISAS CA
DA NUMERO REPRESENTA UNA COLECC ION DE 15 MIN,
TANTO LAS ESTIMULAC IONES QUIMICAS COMO LA ME-
CANICA SE ENCUENTRAN SENALADAS EN LA COLEC=-=
C 10N CORRESPOND IENTE .

LAS LiNEAS SOBRE LAS BARRAS REPRESENTAN EL =
SEM,
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ESTA GRAF ICA MUESTRA EL PERFIL OE L IBERAC iGN
DE ACHE DE 4 PERFUSIONES L IBRES DE ACCIDEN==-
TES, REAL12ADAS EN NC DE RATA,

EN LAS ORDENADASY MMOLES/MIN,/ML DE ACHE. EN
LAS ABSCISAS CADA NUMERO REPRESENTA UNA CO--
LECCION DE 15 MiIN. EL CARGADO DE 3H-GABA -
AS | COMO LAS EST IMULACIONES QUIMICAS Y LA ME
CA'NICA SE ENCUENTRAN SENALADAS EN LA COLEC~-
C1ON CORRESPOND IENTE 4
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LLIBERAC I6N POR LESI1ON.~ ALGUNAS MOLECULAS Y/C ACT IVIDADES

ENZ IMATICAS (V6. DHL) SOLO PUEDEN SER MEDIDAS EN PLASMA O
LTQUIDO INTERCELULAR CUANDO LA{S) CELULA(S) ES LES IONADA.
DF ESTA MANERA, EL CONCEPTO DE LIBERACIGN POR LESION, SE =
REF {ERE EXCLUSIVAMENTE A LAS MOLE'CULAS MED IBLES DESPUE'S DE
LES 16N CELULAR Y NO AL ESTIMULAR "F IS 10L35 ICAMENTE" UNA =

POBLAC ION CELULAR.

- DESHIDROGENASA LACT ICA. LOS PERFILES DE DHL OBTENIDOS EN

-

ESTAS PERFUS IONES, INDICAN QUE EXISTE DESTRUCCION GELULAR

Y GRAN LIBERACION DE LA DHL AL INSERTAR LA CANULA, AL IN]-
C10 DE LA PERFUSION Y CUANDO SE LLEVA A CABO LA EST IMULA=-
CION MECANICA EN LAS ULT IMAS COLECC IONES, 22° 6 23 (EXTRAG-
CIGN E INSERCION DE LA CANULA). SIN EMBARGO, EN EL PER 1000
COMPREND IDO ENTRE AMBOS TRAUMAT ISMOS SE O3SERVA UNA "LIBE-
RAC ION" BAJA, QUE SE PULDE CONSIDERAR BASAL DE LA DHL. EL
PLASMA EXTRAVASADO A LA REGION PERFUND IDA GONT IENE DHL, LO
CUAL ES FUERTEMENTE INDICATIVO DE GUE NO EX ISTE DESTRUCC IGN
CELULAR IMPORTANTE A TRAVES DE TODO EL TIEMPO GUE DURA LA
PERFUS ION,

PARA HACER MAS OBJETIVO LO ANTER IORMENTE EXPUESTO CON RES~-
PECTO AL PERFIL DE LA DHL COMO PARAMETRO DE DESTRUCC ION CE
LULAR ¥ A SU VEZ DEMOSTRAR LA PRESENCIA DE TEJIDO VIABLE,
EN CUANTO A QUE PUEDA RESPONDER A EST IMULAC ION QUiMICA ME~
DIANTE LA L IBERAC tON DE ALGUNA SUBSTANC 1A, SE INCLUYE UNA
GRAF ICA PROMED 10 Y UNA INDIVIDUAL (F1G, 25, 26) DE DHL, co-
RRESPOND IENTE A PERFUSIONES EN LAS QUE SE oBTUVvO EL 100%

OE RESPUESTA DEL TEJIDO A EST IMULAC ION con KY 49 MM, MEDZ

DA POR LA L IBERAGIGN DE SH- GABA.
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ACTIVIDAD DE DHL

N

.22

FIGURA 25

PROMED 10 DE 8 PERFUSIONES A LAS CUALES SE LES DETER-
MING LA ACTIVIDAD DE DHL Y, COMO SE PUEDE OBSERVAR
PRACT ICAMENTE SOLO EXISTE GRAN ACTIVIDAD AL INICIO
DE LA PERFUS ION (CUANDO SE INSERTA LA CANULA) Y AL
FINAL DE LA MISMAt{EN LAS COLECC IONES CORRESPOND {EN~
TES A LA ESTIMULAC ION MECANICA), OBTENIENDOSE UNA L
NEA BASAL EN EL PERI0ODO COMPREND IDO ENTRE AMBOS SUCE
S0S.,

EN LAS ORDENADAS TENEMOS LA ACTIVIDAD DE DHL EN UNI-
DADES/ML DE PERFUSADO Y EN LAS ABSCISAS CADA NUMERO
CORRESPONDE A UNA COLECCION DE |5 MiN.

{LAS BARRAS NEGRAS PARALELAS A LAS ABSCISAS INDICAN
EL MOMENTO DE LA ESTIMULACION QUiMICA. LAS LINEAS
SOBRE LAS BARRAS = SEM.
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Activigod de DHL (unidecss/ue) !
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Ficura 26

ESTA GRAFICA MUESTRA EL PERF IL DE ACT IVIDAD DE
DHL £N UNA PERFUSISN SIN ACCIDENTES, SE OBSER—
VA LA TENDENCIA A PRESENTAR GRAN ACTIVIDAD DE
DHL SOLO EN LAS COLECGIONES EN LAS QUE SE IN-
FRING 10 ALGUN DARO AL TEJIDO, YA SEA AL INSER
TAR LA CANULA & AL LLEVAR A CABO LA EST IMULA-
CION MECANICA.

EN LAS ORDENADAS TENEMOS ACTIVIDAD DE DHL EN
UNIDADES INTERNAC1ONALES x 1074 v, EN LAs —-
ABSCISAS CADA NUMERO REPRESENTA UNA COLEC=--
C1GN DE 15 MIN, ‘
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- PROTEASAS.- LA ACTIVIDAD PROTEOL {TICA EN TEJIDO NERVIOSO
SE ASOC A MAYORMENTE CON LOS LISOSOMAS. SIN EMBARGO NO DE-
BE- DESCARTARSE QUE EL AUMENTO DE ESTA ACTIVIDAD EN PERFUSA
DOS PUD IERA DARSE TAMBIEN DESPUES DE ESTIMULAR F 1S 10LOG ICA
MENTE AL TEJIDO,-S! PROVINIESEN OF OTROS ORGANELOS COMO ~
LAS VES {CULAS S INAPTICAS,

COMO SE OBSERVARA EN LA FiG, 27 HAY 2 PICOS EVIDENTES UNO
AL INICIO Y OTRO AL FINAL DE LA PERFUS ION, LOS CUALES CO~~
RRESPONDEN A LA INSERCION DE LA CANULA Y A LA EST IMULAC ISN
MECANICA (EXTRACC ION=RE INSERCION DE LA CANULA). AMBOS PRO-
CESOS COMO YA SE DEMOSTRG PRODUCEN LES ION CELULAR .

SER (A MUY AVENTURADO, DECIR QUE LOS PEQUENOS PICOS OBSERVA
DOS EN LA COLECCISN 15 ¥ LA I8 SON EL RESULTADO DE LA ZST
MULACION QUIMICA; SIN EMBARGO ESTO MISMO NOS DEJA LAS PUER
TAS ABIERTAS COMO PARA PENSAR EN LA POSIBILIDAD DE QUE LA
ACT IVIDAD DE PROTEASAS PUDIERA SER MED IDA DESPUES DE EST I=

MULAR QU IMICAMENTE AL TEJIDO.

POR ULTIMO SE PRESENTA UNA TABLA (TaBLA No. 4) EN LA 2UE -
SE RESUME LA L IBERACIGON DE PROTE {NA Y DE LAS DIFERENTES AC
TIVIDADES ENZIMATICAS EN 2 REGIONES DEL CEREBRO: NUGLEO —-

CAUDADO Y GLOBO PAL IDO DE RATA.
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Ficura 27

GRAF ICA QUE PRESENTA LA ACT IVIDAD DE PROTEASAS EN

UN PROMED 10 DE 4 PERFUS IONES REAL IZADAS EN NUCLEO
CAUDADO DE RATA,

EN LAS ORDENADAS TENEMOS UNIDADES DE DENS |DAD O'P"'
TICA EN 24 HRS. POR 107> .

EN LAS ABSCISAS CADA NUMERO REPRESENTA UNA COLEC-
CION DE 15 MIN,

LAS ESTIMULAC IONES QU {MICAS, COMO LA MECANICA SE

ENCUENTRAN SENALADAS EN LA COLEGGIGON CORRESPON =
DIENTE.
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TABLA 4 : :
LIBERAC ION O ACTIVIDADRS CNZIMAT ICAS Y PROTE Wik TOTAL DE LA REGION DEL

ESTRIADO ESTIMILADA POR DCPOLAR 1ZACION QUIMICA O POR DARO MECANICO,

GLoso PiLioo CAUBO-PUTANEN

LIBsnacidn imouc1oa  LIGEAACION Liacaac gy (M1 TY Y 1Y
P08 DIPOLAR 1ZACION lNDqC 164 1HDWC IDA POR | * IHOUC IO
(x PLL CONYROL) MECANICAVENTE DEPOLARIZAC 10N MECAN LCANE NTE

(X otw contaoL) (% oen qonrRor) (% o=y comraoy}

oL . 105523 2010 2 616 114 5 186 1870 & 720
PasrCasas 125425 (216 s a5 108 + 19’ 156 218
Acwe 1342 14 284 s 113 240y 60 6603 400
L PROTEINA 2504 62 1700 + 580 275+ 24 2500+ 600

EN ESTA TABLA SE PLANTEA LA LIBERACION DE ACTIVIDA~
DES ENZ IMAT ICAS Y PROTE (NA TOTAL DE LA REGISN DEL =
ESTR1ADO, MEDIANTE DEPOLARIZACION & POR DARO MECAN
CO . LA LIBERACION FUE INDUCIDA POR DEPOLARIZACION
coN aLTo K¥ (50 MM) EN €L MED IO DE PERFUSION, G ME-
CANICAMENTE MED IANTE LA EXTRACCION Y RE INSERCIGN DE
LA CANULA, LOS DATOS SON EXPRESADOS COMO EL POR CIEN
TO MAS MENOS EL COEF ICIENTE DE VAR IACION (N=4) DE -
LOS VALORES DE L IBERACION BASAL POR MILILITRO DE PER
FUSADO,

EN EL GP ESTOS VALORES CONTROL FUERON: DHL, 6.5 + 2.7
Ui PrROTEASAS, 12 + | Ui AcHE, 2.6 + 0.4 U ¥ PROTE (NA
30 + 4 MICROGRAMOS.

EN EL CAUDO-PUTAMEN LOS VALORES BASALES FUERON? DHL
16 + 4,2 u; ProTEASAS, 12.5 + 2 U} AcHE, 5.0 + 0.9 u
v PROTE iNa, 60 + 20 MICROGRAMOS.
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E) CoMPARAC iGN ENTRE LA CANULA TRADICIONAL Y LA CANULA RANUY

RADA. PARAMETROS F1S1COS Y PARAMETROS QU{MICOS.

LOS PARAMETROS QUE UTIL IZAMOS PARA COMPARAR EL FUNC {ONA=
MIENTO 65 LA CANULA TRADICIONAL Y LA RANURADA, FUERON L.OS
EPISODIOS DE SANGRADOC Y LAS OBSTRUCC IONES AL FLUJO QUE SE
DETECTARON TANTO AL INIC 10 COMO DURANTE EL TRANSCURSO DE LA

PERFUS ION {TABLAS 5 ¥ 6).

EN LA TABLA 5, SE PRESENTAN LOS DATOS DE 20 PERFUSIONES EN
TOTAL, LLEVADAS A CABO CON 2 DIFERENTES BOMBAS (RECIPROCAN=
TE Y POLISTALTICA) Y 2 DIFERENTES CANULAS (GADDUM Y RANURA-
DA). LO ANTERIOR CON EL FiN DE COMPARAR SU FUNC IONAMIENTO
(EF1ICIENCIA) EN UNA PERFUSISN N _VIVO; TOMANDO COMO PARAME -
TROS DE COMPARACION LA FRECUENCIA DE OBSTRUCC IONES Y SANGRA
00S, |

COMO SE PODRA OBSERVAR, TOMANDO EN CUENTA EL NUMERO DE PER-
FUS IONES REAL IZADAS CON CADA UNA DE LAS aoméAs Y CANULAS NO
HAY DIFERENC IA SIGNIF ICAT IVA EN CUANTO AL NUMERO DE 0BSTRUC
CIONES Y SANGRADOS AL INIC10 DE LA PERFUSIGNj NO SUCED IENDO
LO MISMO AL COMPARAR LA FRECUENC 1A DE LOS MISMOS PARAMETROS
DURANTE EL TRANSCURSO DE LA PERFUSIGN. EN ESTE LAPSO (DE LA
COLECCIGN 6 A LA 20) VEMOS QUE EL MAYOR NUMERO DE ACC IDEN =
TES (OBSTRUCCIONES, SANGRADOS) SE PRESENTA AL UTILIZAR LA
BOMBA RECIPROCANTE Y LA CANULA RANURADA,

NoTa.- ES PRECISO PUNTUAL IZAR, QUE POSTER IORMENTE NOS DIMOS
CUENTA QUE LA PARTE SUPERIOR DE LA CANULA RANURADA No SELLA

BA PERFECTAMENTE,

EN LA TABLA 6 TENEMOS SE IS PERFUS IONES LLEVADAS A CABO CON
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LA CANULA TRADICIONAL Y SE1S CON LA CANULA RANURADA. SE PUE
DE OBSERVAR QUE EL MAYOR PORCENTAJE TANTO DE SANGRADOS, CO-
MO DE OBSTRUCCIONES SE PRESENTARON EN LAS PERFUS IONES LLEVA
DAS A CABO CON LA CANULA TRADICIONAL., LA APARENTE CONTRADIC
CIGN CON RESPECTO A LA TABLA 5 SE REVISARA EN EL APARTADO =

DE LA DISCUS ION .

Es INTERESANTE NOTAR QUE EN UN CONJUNTO DE 8 PERFUS IONES

(TODAS EXITOSAS), LLEVADAS A CABO CON LA CANULA TRADICIONAL

NO SE PRESENTS UNA SOLA OBSTRUGCIGN, Y EN CUANTO A LOS SAN-
GRADOS, APARECIERON MAYORMENTE AL INIC IO DE LA PERFUS IGN

(CON LA INSERCION DE LA CANULA).

POR ULT IMO EN LA TABLA 7 SE PRESENTAN LOS PARAMETROS BloQuj
Micos (L IBERACION DE PROTE {NAS, DHL v 3H-GABA) QUE NOS SON
UTILES EN LA COMPARACIGN DEL FUNC IONAMIENTO DE AMBAS CANU =

LAS,
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TABLA 5

OBSTRUCCION SANGRADO P. realizadas P. fallidas
inicio transcurso f}nal inicio transcurso final
B. Reciprocante 5 14 1 5 13 C 2 8 4 (50%)
B. Polistiltica 7 1 2 13 3 13 12 3 (25%)
C. Gaddum 5 4 2 8 5 5 10 3
C. Ranurada 7 11 1 10 11 10 10 4

En esta tabla se agrupan los datos de 20 perfusiones realizadas en globo

palido de rata (Wistar de 150 a 200 g de peso).

P. realizadas.- Perfusiones realizadas

P. fallidas.- Perfusiones fallidas

B. Reciprocante.- Bomba de jeringas

B. Polist&ltica.- Bomba polistdltica (& peristlltica)

'C. Gaddum.- Cinula Gaddum-Myers

C. Ranurada.- Cénula modificada en ojal

inicio.- Colecciones de la 1 a la 5
transcurso.- Colecciones de la 6 a la 20
final,- Colecciones de la 21 en adelante




TABLA 6
COMPARAC 10N OEL FUNC IONAMIENTO CNYRE LA CANULA GADDUM

¥ LA CANULA OC OJAL: FRICUENGIA OF ACCIIENTES DURANTL
LA PLAFUS 1GN,

- EPISODIOS DE SANGRADO 0BSTRUCC IONES DEL TLUSO

{Que REQUIEREN La ExTRAC
C1GN L LA CANULA) -

CANULA GADDUM . 4 _EN 6 PCRFUSIONES
i . (2 con LA INSCRCION 5 N 6 PCRFUSIONES
of La ciNuLA: )
2 DURANTE LA PEAFLS IGN)

CANuLA €M OJAL | EN & PLATUSIONES .
: (Con LA INSEASION SE 1 (ung) En 6 PLRFUSID
i . ¢ LA cANULA) NES . =

ESTA TABLA MUESTRA LOS RESULTADOS DE UNA SERIE
DE PERFUSIONES (12 EN TOTAL) cON 6 HORAS DE DY
RAC ION. LLEVADAS A CABO PARA COMPARAR LA CANU-
LA GADDUM Y LA RANURADA .

ToDOS LOS EP150D10S DE SANGRADO Y LAS OBSTRUC
CIONES SEVERAS DEL ELUJO, FUERON ACOMPARADOS
POR AUMENTO EN EL CONTENIDO DE PROTE (NA Y AC=
TivioaD DE DHL, EN LAS FRACCIONES DE LOS PER-
FUSADOS CORRESPOND IENTES,
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AcT \viDAD BASAL DE DHL I.5 + 0.7 1.1 + 0.6
EN LOS PERFUSADOS .

. CONTEN1D0 DE PROTE INA 30 + 12 35 + 15
EN PERFUSADOS, EN CON-
DICIONES BASALESA

~ GAPTACGAN DE GABA H3 B 28 +5 : 2946
L IGERAC ION DE GABA H3 B o T

BASAL . 01 ‘3 _t O|O4 ' 0- |6 I O

POR EST IMULAC IGN coN K* 0.08 + 0,02 0.07 + O

COMEARAC ION DEL FUNC IONAMIENTO DE LA CANULA GADDUM Y

TABLA 7

LA RANURADA

s

¢

RESULTADOS DE UNA SERIE DE |2 PERFUSIONES DE 6 HRS. DE
DURAC ION LLEVADAS A CABO EN GP DE RATA,

A

fm

Los vALOREs DE DHL SON EXPRESADOS EN UNIDADES/ML Y -
LAS PROTE [NAS EN ue/ML} X + SEM (SESIONES DE PERFU =
SION N=6). LAS FRACCIONES DE PERFUSADO COLECTADAS DU
RANTE O DESPUES DE LOS ACCIDENTES EN LA PERFUS ION —-
FUERON EXCLU(DAS DE ESTE CALCULO,

LA PERFUSION DE 3,5 X 105 cPm pE GABA K3 DURANTE 30
MIN, FUE SEGUIDA POR UN PERIODO DE LAVADO HASTA QUE
SE ALCANZS UNA LIBERAC ION BASAL, EL GABA QUE PERMANE
C10 EN EL TEJIDO (CAPTACION) ES EXPRESADO COMO % DEL
GABA H3 PERFUND IDO. LOS VALORES DE L IBERACIGON DE ==
GABA SON EXPRESADOS COMO % DEL GABA EN EL TEJIDO X
4 SEM (N = 6).
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D ISCUS ION

GRAN PARTE DE LOS RESULTADOS ESTA DIREGTAMENTE RELAC IONADA
CON EL DESARROLLO Y/O LA OPTIMIZACION DE LAS DIFERENTES TEC
NICAS, TANTO DE PERFUSION COMO B10QUIMICAS UTILI1ZADAS EN ES
TE TRABAJO.

EN LO REFERENTE A LA TECNICA DE PERFUS ION SE PRESENTARON 3
PUNTOS PRINCIPALES A RESOLVER: |) OBSTRUCCIGN DE LA CANULA
2) DESEQUILIBRIO EN EL INFLUJO-EFLUJO DEL L {QUIDO DE PERFU-

SI16N, 3) SANGRADO DURANTE LA PERFUS ION,

"EL PROBLEMA DE LA OBSTRUGCCIGN DE LA CANULA TRAJO COMO =
CONSECUENC 1A EL REDISENO EN LA PUNTA DE LA MISMA, UNo DE -
LOS MOT IVOS POR LOS CUALES SE DECIDIG PROTEGER LA PUNTA DE
LA CANULA DE INFUSION, FUE EL DE DISMINUIR LA AGRES ION DEL
LiQuipo pE PERFUs16N (PARA EL TEJIDO) AL SER EXPULSADO POR
LA CANULA DE INFUSIGN,

CoMO YA SE OBSERVG EN LA TABLA 6 AL COMPARAR LOS 2 DISERNOS
Dé LA PUNTA DE LA CANULA, TRADICIONAL (GADDUM) Y LA DE OJAL
(RANURADA), PRACT ICAMENTE NO HAY DIFERENCIA EN CUANTO AL DA
No PROVOCADO POR LA INSERCION DE CUALQUIERA DE LAS 2 CANU=~-
LAS. SIN EMBARGO EN EL TRANSCURSO DE LA PERFUSION SE PRESEN
76 SANGRADO SOLO CON LA CANULA TRADIC IONAL Y EL NUMERO DE -
OBSTRUCC IONES FUE MAYOR 5 VECES €N LA CANULA TRADIC IONAL -~
QUE EN LA RANURADA,

ESTOS RESULTADOS MUESTRAN QUE LA MODIFICACION EN LA PUNTA -
DE LA CANULA TRADICIONAL ES EX1TOSA SOBRE TODO EN LO QUE SE

REF IERE A LA DISMINUCIGN DE OBSTRUCCIONES. ESTO ES DEB DO -

EN GRAN PARTE A QUE SE PRESENTAN MENOS OBSTRUCC IONES EN LA
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- CANULA DE EXTRACCIGN PERO TAMBIEN ALGO QUE SE HACE NOTAR ES
QUE EN LA CANULA DE INFUSIGON AL ESTAR PROTEGIDA POR LA BASE
DEL OJAL DEL TUBO DE EXTRACCION LAS OBSTRUCCIONES D ISMINU -
YEN CAS! A CERO.

EN VISTA DE LO ANTERIOR PARECER{A SORPRENDENTE QUE EN LOS =
RESULTADOS DE 8 PERFUS IONES REAL IZADAS CON LA CANULA TRAD I~
CIONAL Y LA BOMBA POLISTALTICA, NO SE PRESENTO UNA SOLA 0BS
TRUCC 16N, EN ESTE GRUPO DE EXPERIMENTOS QUE ES POSTERIOR —-
(Un ANO) A LOS DE LA TABLA 6, NO SE REAL IZARON PERFUS IONES
COMPARAT tVAS CON LA CANULA RANURADA. SIN EMBARGO, HEMOS 0B~
SERVADO EN EL LABORATORIO QUE EN LAS MANOS DE QUIEN TENGA -
EXPERIENCIA EN EL MANEJO DE LA TECNICA DE PERFUSIGN CON LA
CANULA DE INFUSION=EXTRACC IGN, NO HABRA MUCHA DIFERENCIA EN
LOS RESULTADDS AL UTILIZAR CUALQUIERA DE LAS 2 CANULAS NO
SUCED IENDO LO MISMO CUANDO ALGUIEN SE INICIA EN ESTA TECNI-
CA, YA QUE LA PERFUSIGN LE PRESENTARA MENOS PROBLEMAS S| U~
TILIZA LA CANULA RANURADA.

TAMB IEN ES APARENTEMENTE CONTRADICTORIO QUE EN LA TABLA 5
SE OBSERVE QUE EL MAYOR PORCENTAJE DE OBSTRUCCIONES Y SAN -
GRADOS DURANTE LA PERFUSIGN SE PRESENTG CON LA CANULA RANU=
RADA Y NO CON LA TRADICIONAL. EN BUSCA DE UNA EXPLICACION -
SE REVISO Y PROBO BAJO PRESION TODO EL ENSAMBLAJE DE LA CA-
NULA ENCONTRANDOSE QUE LA ROSCA QUE UNE LA CANULA DE INFU=-
SI6N Y LA CANULA DE EXTRACCION (Y A LA VEZ FUNCIONA COMO U~
NA PEQUENA CAMARA) NO CERRABA HERMET ICAMENTE, COSA QUE DIS=
MINUYGC NOTABLEMENTE LA EF ICACIA DE LA CANULA DE EXTRACC ION
PARA ABSORBER EL LIQUIDO QUE SE INTRODUCIA A TRAVES DE LA =

CANULA DL INFUSION, FACILITANDO DE ESTA MANERA LA ESTASIS =
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DEL L{QUIDO DE PERFUS ION CON LA CONSIGUIENTE LESISN DEL TE
JIDO Y 0BSTRUCC IGN OE LA PUNTA DE LA CANULA, YA SEA POR EL
MISMO TEJIDO Y/ POR COAGULOS SANGU [NEOS.
DE ACUERDO CON LOS DATOS ANTERIORES ES CLARA LA IMPORTAN —
C1A QUE TIENE LA CONSTRUCCION DE UNA CANULA EN SU TOTAL ==
DAD, ADEMAS DE LAS MODIF ICACIONES QUE SE REALICEN EN LA =
PUNTA DE LA MiSMA, QUE ES LA PORCION EN CONTACTO D IRECTO
CON LA ZONA DE PERFUS IGN,
LA COMPARACIGN DE AMBAS CANULAS NO SOLO SE REAL 120 POR ME-
DIO DE PARAMETROS FiS1C0S, EN LA TABLA 7 SE MUESTRA LA LI-
BERAC IGN DE ENZIMAS (DHL), PROTE (NAS Y UN NEUROTRANSMISOR
(éH*SABA) OE ACUERDO CON LOS DATOS MOSTRADOS EN O IGHA TA=
BLA NO EXISTE DIFERENCIA SIGNIF ICAT IVA EN EL FUNC |ONAM IEN=
TO DE LAS 2 CANULAS (TRAD ICIONAL Y RANURADA). LO ANTER IOR
IMPLICA QUE EL AREA DE PERFUS IGN NO SE VE REDUC IDA AL UT I-

LI1ZAR LA CANULA RANURADA,

EN LO QUE RESPECTA AL PUNTO 2), EL SISTEMA DE INFUS IGN=EX~
TRACC 16N DEBE REUNIR COMO MINIMO LOS SIGUIENTES REGUISITOS
) EQUILIBRIO DE PRESIONES Y DE FLUJOS EN LOS SISTEMAS DE
INFUS IGN=EXTRACC 10N, 1) CAPAC IDAD DE MANTENER UN FLUJO -
comtfwuo.os PERFUS ION, QUE PERMITA EL CAMB 10 DE MEDIOS DE
PERFUS ION SIN NECES IDAD DE PARAR EL S ISTEMA,

CON REFERENCIA AL PRIMER REQU IS ITO HAY QUE TOMAR EN CUEMTA
LA RESISTENCIA QUE PRESENTA AL FLUJO EL SISTEMA BIOLGG ICO,
EN EL CASO DE QUE LA PRES ION DE LA CANULA DE INFUSIGON (EN-
TRADA) SEA MAYOR QUE LA DE LA CANULA DE EXTRACCION (SAL|--
DA) SE CORRE EL RIESGO DE QUE SE QUEDE L {QUIDO EN LA ‘ZONA

DE PERFUS {ON CON LAS CONSECUENC tAS YYA DESCRITAS, S1 EL CA=
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SO £S5 EL CONTRARIO, PRESION DE LA CANULA DE EXTRACCION MA -
YOR QUE LA DE LA CANULA DE INFUSIGN; ENTONCES EL PROBLEMA -
QUE SE PRESENTA NO ES MENOS SERIO PUESTO QUE OEBIDO A LA =
FUERZA CON LA QUE SE EXTRAE EL LI{QUIDO SE PUEDE INCRUSTRAR
£L TEJIDO DE LA ZONA DE PERFUSIGON EN LA PUNTA DE LA CANULA
OCAS IONANDO OBSTRUCCIGN Y LESION.

COMO UNA ALTERNAT IVA, RESULTADOS DEL ULTIMO ANQO EN NUESTRO
LABORATOR IO AS{ GCOMO EL TRABAJO DE NIEOULLON & coL. (1977a)
Y EL DE PHILIPPU & cob. (1973), MUESTRAN QUE EL EQUILIBRIO
DE FLUJOS SE PUEDE OBTENER SiN DESEQUILIBRIO DE PRESISN =~
CON UN SISTEMA ABIERTO A LA PRESIGN ATMOSFERICA.

OTRO PUNTO IMPORTANTE ES EVITAR CAMB I0S BRUSCOS EN LA PRE =
SION DEBIDOS POR EJ., AL APAGADO Y ENCENDIDO DE LA BOMBA ~
DE PERFUSION CON EL FIN DE CAMBIAR EL MEDIO DE PERFUS ION,
LA DiINAMICA DEL S ISTEMA DEPENDE EN GRAN PARTE DEL T1IPO DE -
BOMBA GUE SE UTILICE. EN EL TRABAJO INICIAL HICIMOS US0 DE
2 TIPOS DE BOMBA: LA DE JERINGAS Y LA POLISTALTICA, EL FUN-’
CIONAMIENTO BAS ICO DE LA PRIMERA TANTO EN EL S ISTEMA DE EX-
TRACCION COMO EN EL S ISTEMA DE INFUSION ES A TRAVES DE JE =
RINGAS, ESTA BOMBA OFRECE UNA VENTAJA PRINCIPAL! SE PUEDE =
GRADUAR EXACTAMENTE EL VOLUMEN DE ENTRADA Y EL DE SALIDA ¥
POR LO REGULAR NO HAY PROSBLEMAS CON EL VOLUMEN DE RECUPERA=~
CIGN, A MENOS QUE SE PRESENTEN OBSTRUCC IONE5S EN LA CANULA -

(Fi6. B), POR OTRA PARTE, PRESENTA UN GRAN INCONVENIENTE; =

PARA CAMBIAR LA JERINGA CON EL LIQUIDO DE PERFUS ION (cosa -
QUE OCURRE CADA 15 MlN.) ES [IMPRESCINDIBLE DETENER EL FLUJO

Lo CU&L TRAE COMC CONSECUENC 1A UN CAMB 10 BRUSCO DE PRES ION

] &
EN EL AREA QUE SE ESTA PERFUNDIENDO Yy UNA ALTA POSIBILIDAD
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DE QUE SE PRODUZCA LESION (EN 1974 YaksH & Yi&gﬁunq\ERL“AIE_AmmTECA
RON EXPERIMENTOS EN LOS CUALES UTILIZARON 14¢-UREA como MAR
CADOR EN PERFUSIONES REAL 1ZADAS EN TALAMO DE RATAS Y OBSER-
VARON QUE LA CONCENTRAC iGN DE UREA AUMENTABA EN LOS PERFUSA
DOS DESPUES DE QUE SE PARABA LA BOMBA DE PERFUSIGN POR UN =~
CORTO PERI0DO DE TIEMPO. DE ALLT LA ABSOLUTA NECES IDAD DE =
UN SISTEMA DE PERFUSION CONTiNUO Y, LA DE TENER EN CUENTA -
QUE DESPUFS BE CUALQUIER DISTURBIO EN EL FLUJO DE LA PERFU-
S16N, UNA NUEVA LINEA BASAL DEBERA SER ESTABLECIDA).

" EN CUANTO AL FUNCIONAMIENTO DE LA BOMBA POLISTALTICA, SE CA
RACTER IZA POR MANTENER UN S ISTEMA CONT {NUO DE PERFUSIGN EN

EL CUAL NO ES NECESARIO APAGAR LA BOMBA PARA CAMB AR DE ME=-
D10 DE PERFUSIGON, EL UNICO, S1 PUEDE LLAMARSE INCONVENIENTE
QUE PRESENTA ESTA BOMBA ES QUE DEBE SER CUIDADOSAMENTE CALI
BRADA, ANTES DE CADA PERFUSIGN (ENTIENDASE POR CALIBRADA, -
EL LOGRO DE UN AJUSTE DINAMICO ENTRE LA TUBERIA DE INFUS JON
Y LA TUBER (A DE EXTRACCION) v AUN AS| LOS VOLUMENES COLECTA
DOS NO SERAN TAN EXACTOS (COMO POR EJ. LOS QUE SE COLECTAN

CON LA BOMBA DE JERINGAS, F1G. 6) SINO QUE PRESENTARAN UN =
COEF ICIENTE DE VARIACION DE 0.025 (FiG. 7).

ESTA VARIACION ES AL PARECER EL RESULTADO DE UN EQUIL IBRID

ENTRE LA RESISTENCIA DEL SISTEMA B10LGGICO Y LA FUERZA DE =
LA BOMBA POLISTALTICA PARA INFUNDIR Y EXTRAER EL LiQUIDO DE
PERFUS ION, ES DECIR CUANDO POR ALGUNA CAUSA (AUMENTO & DIs=
MINUC IGN DE LA RESISTENCIA BIOLOGICA, V6. POR MOVIMIENTO =
DEL ANIMAL) LA CANULA DE INFUSION INTRODUCE MENOS O MAS L |-

QUIDO, ESTE VOLUMEN SERA EL QUE RECUPERE LA CANULA DE EX ==

TRACC ION,
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POR SUPUESTO EL PERFIL DEL VOLUMEN SERA TOTALMENTE DIST IN-
TO S1 SE PRESENTA ALGUN PROBLEMA HIDROD INAMICO (POR EJ. =
0BSTRUCC IGN, F 16, 9).

ADEMAS SOBRE TODO CON ESTA ULT IMA BOMBA HAY QUE TOMAR EN -
CUENTA LA ALTURA ADECUADA A LA QUE DEBE ESTAR LA SALIDA DE
LA TUBERTA DE INFUSION Y POR ENDE LA SALIDA DE LA TUBERIA
DE EXTRACCION PARA LOGRAR UN BUEN SISTEMA DE PRESIONES, -~
POR EXPERIENCIA PROPIA EL SISTEMA IDEAL ES AQUEL EN EL QUE
LA SALIDA DE LA TUBERIA DE INFUSION Y LA TUBER{A DE EXTRAC
CION ESTAN A UN MISMO NIVEL, EN LAS TaBLAS 1,2 ¥ 3 SE HAcE
UNA COMPARAC IGN DEL USO DE AMBAS BOMBAS UT IL IZANDO PARAME -
TROS Fi5160S (VOLUMEN DE RECUPERACIGN, OBSTRUGCIGN ETC.) Y
B10QuUiMIcos (LIBERACION DE GABA H3, comMO INDICADOR DE ExX I-
TO EN UNA PERFUSION). DE ESTA MANERA EN LAS PERFUSIONES ==
100% ExITOSAS SE OBSERVA QUE EL MAYOR PORCENTAJE (75%) st
LLEVS A CABO UTIL 1ZANDO LA BOMBA POLISTALTICA., EN CAMB IO -
EN LAS PERFUSIONES CON NULO EXITO EL PORCENTAJE MAYOR (66.
6%) ‘CORRESPOND 16 A LAS REALIZADAS CON LA BOMBA nchPROCAN~
TE.

LOS DATOS ANTERIORES SON OPTIMISTAS EN CUANTO AL USO DE LA
BOMBA POL ISTALTICA, SIN EMBARGO NO SE PUEDEN TOMAR COMO DE
CISIVOS YA QUE PARA tL £X1T0 DE UNA PERFUSION HABRA QUE TQ
MAR EN CUENTA OTROS 2 FACTORES MUY IMPORTANTES: |) EL TiIPO
DE CANULA QUE SE UTILIZE Y 1) LA EXPERIENCIA DE LA PERSQ

NA QUE LLEVE A CABO LA PERFUS ION.

3) LA PRESENCIA MAS O MENOS CONT {NUA DE SANGRADO DURANTE -

"LA PERFUS IGN FUE UNO DE LOS PUNTOS QUE AMER ITABAN SOLUC IGN
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INMED IATA, DEBIDO A QUE ERA SIGNO IRREBAT IBLE DE LESION GE-
LULAR Y POR LO TANTO LA MEDICION DE MACROMOLECULAS (PROTE (-
NAS, VG.) Y ACTIVIDADES ENZIMATICAS, DARIA VALORES FALSOS.
EN LOS PERFUSADOS CON L{QUIDO HEMAT ICO LAS PROTE iNAS Y TaAM~
BIEN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA (DHL €£SPEC {F ICAMENTE) SE EN <=~
CUENTRAN MUY ELEVADAS DEE DO, EN EL CASO DE LAS PROTE {NAS A
LAS PERTENECIENTES A LOS HEMATTES Y A LAS PROPIAS DEL PLAS—
MA Y, EN CUANTO A LA ACTIVIDAD DE DHL SE ENCONTRARIA ELEVA-
DA TAMBIEN YA QUE AL SER UNA ENZIMA DE "Escape", LA DESTRUC
C10N DE GLOBULOS ROJOS LA "LIBERAR{A". ADEMAS, LA LIBERA~==
C16N DE NEUROTRANSMISORES SE VER{A DISMINUEDA POR LA LES ION
CAUSANTE DEL SANGRADO, '

COMO YA SE MENCIONG AL INIC IO UNA DE LAS PRINCIPALES CAUSAS
POR LAS QUE SE PRESENTA SANGRADO ES EL MOVIMIENTO DE LA CA-
NULA DENTRO DEL PARENQUIMA CEREBRAL. PARA EVITARLO EN UNA =
BUENA MEDIDA, SE DISERNG UNA GUTA QUE SUJETARA A LA CANULA IM
P IDIENDOLE PRACT ICAMENTE CUALQUIER MOV IMIENTO, LOS RESULTA=
DOS OBTENI0OS FUERON BASTANTE SATISFACTORIOS YA QUE DISMINY
v0 (S CASt DESAPARECIO) EL MOVIMIENTO DE LA CANULA Y CONSE=
CUENTEMENTE EL SANGRADO DURANTE LA PERFUS IGN, SIENDO LO AN~
TERIOR IMPORTANTE PUESTO QUE SE TRADUJO EN UNA DISMINUC ION
DE LA LESION,

POR LO ANTERIORMENTE EXPUESTO SE PUEDE LLEGAR A LA CONCLU =
S1ON DE QUE ENTRE MAYOR NUMERO DE OBSTRUCC IONES, EXTRACCIO-
NES DE LA CANULA Y COMO CONSECUENC tA PRESENCIA DE SANGRADO
Y MENORES VOLUMENES DE COLECC ION SE OBTENGAN DURANTE TODO =

EL ESPACI0O TEMPORAL DE LA PERFUS ION (PR(NCIPALMENTE sl SE -

PRESENTAN £STOS ARTEFACTOS EN G ANTES DE CADA EST IMULAC 10N
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CON ALTAS CONCENTRACIONES DE K¥) NO SE VA A OBTENER LIBERA-
CION DE GABA POSTERIOR A ESTIMULACION QuiMica, Esto Es -
INDICATIVO DE QUE EN ESAS CONDICIONES EL TEJIDO PERFUND IDO

NO RESPONDE COMO LO HARIAN LAS CELULAS NEURONALES INTACTAS,
A LA ESTIMULAC ION QUIMICA L IBERANDO DETERMINADA SUBSTANCIA.
EN LA F16, 10 PODEMOS OBSERVAR QUE LA PRESENCIA DE SANGRADO
AL INICIO DE LA PERFUSION ( INTRODUCCION DE LA CANULA) Y/0 -
AL FINAL DE LA MISMA (EST IMULAC IGN MECANICA) NO INFLUYE PA-
RA EL BUEN CURSO DE UNA PERFUSIGN, SIN EMBARGO S| SE PRESEN
TA ANTES G DURANTE LA EST IMULAC IGN QUIMICA, DISMINUYE EN =—
GRAN MEDIDA LA POSIBILIDAD DE QUE EL NEUROTRANSMISOR SE L 1=
BERE, YA QUE EL TEJIDO SE ENCUENTRA DARADO,

EN LO QUE RESPECTA A LAS OBSTRUCCIONES, S} EL PORCENTAJE DE
LAS MISMAS ES ALTO DESDE EL INICIO DE LA PERFUSIGN, ESTO YA
NOS INDICA UNA BAJA PROBAB ILIDAD DE EXITO Y DEF INIT IVAMENTE
CUANDO LAS 0B85TRUCCIONES SE PRESENTAN EN O CERCANAS A LA ES
TIMULACION QUIMICA LA LIBERACION DEL NEUROTRANSMISOR NO SE

LLEVARA A CABO,
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MARCADORES.~ EN ESTE TRABAJO SE EXPLORG LA UTILIDAD DE ME~
DIR VARIAS ACTIVIDADES ENZIMAT ICAS, MATERIAL PROTEICO TOTAL
Y LA LIBERACIGN DE UN NEUROTRANSMISOR ExésE~0(3H-GABA) co
MO IND ICADORES DE DANOG CELULAR Y VIABILIDAD DEL TEJIDO DU-
RANTE LA PERFUSIGN IN VIVO EN LA REGION DEL ESTRIADO.
INICIALMENTE SE ESTUDIO LA LIBERACION DE 2 POSIBLES MARCA-
DORES DE LES ION (PROTE iNA Y DHL) DURANTE LA PERFUSION IN -
vivo,

EN LOS RESULTADOS PRESENTADOS AQUI SE "L IBERA" GRAN CANT |-
DAD DE‘PROTEfNA Y DHL CUANDO SE LLEVAN A CABO MANIOBRAS =~
QUE PRODUCEN LESION MECANICA EN LA ZONA DE PERFUS IGN.

EN ACUERDO CON LO ANTERIOR EL PERF IL DE LIBERACIGN DE DHL
EN PERFUS IONES QUE SE CONSIDERAN 100% EX ITOSAS DEMUESTRAN
GRAN ACTIVIDAD DE DHL AL INICIO (CUANDO SE INSERTA LA c&ug
LA) Y AL FINAL DE LA PERFUSION (EN LA EST IMULACION MECAN|~-
CA), MIENTRAS QUE EN EL PERIODO COMPREND IDO ENTRE AMBOS A~
CONTEC IMIENTOS SE OBSERVA UNA "L IBERAC IGN' REALMENTE BAJA
QUE PODR A CONS IDERARSE COMO BASAL} ADEMAS HABR (A QUE HA=-
CER NOTAR QUE NO HAY PICOS OE LIBERACION CUANDO SE REAL IZA
ESTIMULACION QuiMica (F16.526 ), A DIFERENCIA DEL PERFIL -
DE L IBERACIGN DE PROTE INAS EN EL QUE ADEMAS DE LA "LIBERA-
CIGN" DE PROTE {NAS TAMBIEN AL INICIO Y AL FINAL DE LA PER=~
FUSION SE PUEDEN OBSERVAR P1COS (AUNQUE PEQUERNOS) DE L IBERA
CION. CUANDO SE ESTIMULA QUIMICAMENTE LA ZONA DE PERFUS ION
(F16.22).

DE LO ANTERIOR PUEDE DEDUC IRSE QUE LA DETERMINACION DE AC-

TIVIDAD DE DHL EN LOS PERFUSADOS PUEDE FUNC IONAR COMO MAR-

CADOR DE LESION CELULAR, PUESTO QUE SOLO SE DETECTA EN GRAN
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: 4
CANT IDAD CUANDO HAY DAfO TISULAR, NO L IBERANDOSE EN RES =--
PUESTA A EST {MULOS QU IMICOS.

ESTOS RESULTADOS INDICAN QUE EL DANO TISULAR ES MARCADO

POR ELEVAC IONES DE PROTE iNa Y DHL,
CABE MENC [ONAR QUE NO SOLO CON LESIdN MECKNICA PROVOCADA

SE PRESENTA L IBERAC ION DE PROTE {NA, TAMB IEN CUANDO SE LE

SIONA EL TEJIDO EN FORMA.ACCIDENTAL, VG, CUANDO LA RATA

PRESENTA MOVIMIENTOS BRUSCOS O HAY ALGUN ACCIDENTE DEL Ti-
PO DE BALLA ELECTRICA (APAGADO DE LA BOMBA DE PERFUSISN) -
SE DETECTA GRAN L IBERACION DE PROTE INAS (F16. 21).Es FacT
BLE HIPOTET IZAR QUE LO MISMO SUCEDE cON LA DHL POR EJEMPLO.
SIN EMBARGO.CERCA DEL |0% DE LAS ELEVACIONES DE DHL Y PRO-
TEINA DETECTADAS EN PERFUSIONES INDIVIDUALES SE PRESENTAN

EN LA AUSENCIA DE PROBLEMAS OBVIOS EN LA PERFUSION, SUGl--
RIENDO QUE LOS MARCADORES B 10QUIMICOS SON MAS SENS IBLES EN
LA DETECCION DEL DARO T ISULAR QUE LAS OBSERVAC IONES Fisi-=

cAS (SANGRADO, DEF ICIT DE VOLUMEN EN LOS PERFUSADOS ETC,).

EN LO QUE RESPECTA A LAS PROTE NAS PRESENTES EN LOS -
PERFUSADOS, POR LOS DATOS ANTERIORES PUEDEN TOMARSE COMO -
MARCADORES QUE PODR AN IND ICARNOS TANTO LES ION CELULAR, €O
MO LA PRESENC!A DE TEJIDO VIABLE QUE TIENE LA CAPAC IDAD DE
RESPONDER A UN EST IMULO QUiIMICO; LIBERANDO MATERIAL PROTE
CO ENTRE OTRAS COSAS (VG. NEUROTRANSMISORES) . Asi co-
MO SE PRESENTA EN LA GRAFICA 23 EL PICO DE L IBERACION DE ~
PROTE {NAS EN EL NC DE RATA POR ESTIMULACION QuiMica, SE EN
CUENTRA CLARAMENTE POR ENC IMA DE LA BASAL; COMO SUCEDE EN
LA EST IMULAC 1ON CORRESPOND IENTE A LA COLEGCION |l ¥ A LA =

-

18 DONDE PRACT ICAMENTE LA LIBERACION ES EL DOBLE DE LA BA-
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CANT IDAD CUANDO HAY DANO TISULAR, NO LIBERANDOSE EN RES =—-
PUESTA A EST{MULOS Quimicos,

ESTOS RESULTADOS INDICAN QUE EL DARO TISULAR ES MARCADO -
POR ELEVACIONES DE PROTE {NA ¥ DHL.

CABE MENC IONAR QUE NO SOLO CON LES ION MEGANICA PROVOCADA
SE PRESENTA LIBERACION DE PROTE {NA., TAMBIEN CUANDO SE LE -
SIONA EL TEJIDO EN FORMA ACCIDENTAL, VG. CUANDO LA RATA =~
PRESENTA MOV IMIENTOS BRUSCOS G HAY ALGUN ACCIDENTE DEL Ti=
PO DE BALLA ELECTRICA (APAGADO DE LA BOMBA DE PERFUS IGN) =
SE DETECTA GRAN LIBERACION DE PROTEiNAS (FIG. 21).Es FacTd
BLE HIPOTET IZAR QUE LO MISMO SUCEDE cON LA DHL POR EUJEMPLO.
SIN EMBARGO ,CERCA DEL I0% DE LAS ELEVACIONES DE PDHL Y PRO-
TE {NA DETECTADAS EN PERFUSIONES INDIVIDUALES SE PRESENTAN
EN LA AUSENCIA DE PROBLEMAS OBVI0S EN LA PERFUS IGN, SUG ==
RIENDO QUE LOS MARCADORES B1OQUIMICOS SON MAS SENS (BLES EN
LA DETECC iGN DEL DARO TISULAR QUE LAS OBSERVACIONES F {s (==

CAS (SANGRADO, DEF ICIT DE VOLUMEN EN LOS PERFUSADOS ETC. ).

EN LO QUE RESPECTA A LAS PROTE{NAS PRESENTES EN LOS -
PERFUSADOS, POR LOS DATOS ANTERIORES PUEDEN TOMARSE COMO ~
MARCADORES QUE PODR fAN INDICARNOS TANTO LES IGN CELULAR, CO
MO LA PRESENCIA DE TEJIDO VIABLE QUE TIENE LA CAPAC IDAD DE
RESPONDER A UN EST {MULO QUIMICO; LIBERANDO MATERIAL PROTEL
CO ENTRE OTRAS COSAS (V6. NEUROTRANSMISORES) . Asi co-
MO SE PRESENTA EN LA GRAFICA 23 EL PICO DE LIBERACION DE -
PROTE iNAS EN EL NC DE RATA POR ESTIMULACION QUiMICA, SE EN
CUENTRA CLARAMENTE POR ENC IMA DE LA BASAL] COMO SUCEDE EN

LA EST IMULACIGN CORRESPOND IENTE A LA COLEcC iGN iy aLa -

1B DONDE PRACT ICAMENTE LA LIBERACION ES EL DOBLE DE LA BA-
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saL (3 Messs DESPUES DE QUE OBTUVIMOS ESTOS RESULTADOS, RE-—
CiBIMOS LA NOTICIA DE QUE EL GRUPO DE GREENF IELD YA TENfA

EN PRENSA UN ART(CULO OONDE DEMOSTRABA LA LlBERACIdN DE PRQ
TE;NAS EN SUSTANC 1A NEGRA Y NJCLEO CAUDADO DE GATOS ANESTE~
S1aD0s). ES PERT INENTE MENC IONAR QUE EN 1975, DRuUckER-COL iN
& COL. MUESTRAN LA LIBERACION F1s10Ld51CA (NO INDUC IDA QU f=
MICAMENTE) DE MRL EN LA FORMACION RET ICULAR MESENGEFAL ICA

DE GATO,

LIBERACION DE ACHE Y PROTEASAS.- EN LA TABLA 4 SE MUESTRA
QUE ALTAS CONCENTRACIONES DE K* ESTIMULAN LA LIBERACIGN DE
ACHE EN EL NC DE RATA., NO SE OBSERVG LIBERAC IGN INDUC IDA DE
PROTEASAS POR DEPOLAR |ZAC ION,

EN COMPARACION CON LO ANTERIOR, LA "LIBERACION' MECANICAMEN
TE INDUC IDA SIEMPRE FUE MAYOR QUE LA PROVOCADA POR DEPOLARJ
ZAC ION.

LOS RESULTADOS PRESENTADOS ANTES IND ICAN QUE EN ALGUN GRADO
LA ACTIVIDAD DE PROTEASAS PUEDE SER UTILIZADA COMO MARCADOR

DE DARNO CELULAR EN UNA PERFUSION DE INFUS ION=EXTRAGC ION,

EN CUANTO AL MATERIAL PROTEICO Y A LA ACTIVIDAD DE ACHE,
GREENF IELD & coL. (1980,1983) va HAB {AN REPORTADO QUE SON
L1BERADOS DESPUES DE ESTIMULAR CON ALTAS CONCENTRAC IONES OE
K* LA SN v EL NC EN GATOS ANESTES 1ADOS.
LoS RESULTADOS AQUf EXPUESTQS CONF {IRMAN Y EXTIENDEN ESTAS
OBSERVAC IONES A LA REGIdN DEL CAUDADO Y DEL GLOBO PKLIDO EN
RATAS MOVIENDOSE L IBREMENTE,

LA POSIBILIDAD DE DETECTAR EL DANO CELULAR QUE SE PRESEN

TA EN LAS PERFUSIONES N VIVO NO ES SUF (CIENTE PARA LA vaLl
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DAC IGN DE UN SISTEMA PART ICULAR DE pERrusudN. ES IMPORTANTE
QUE ADEMAS SE TENGAN PRUEBAS DE LA FUNC IONAL iDAD DE LA PRE=
PARAC 18N DURANTE LA PERFUSION PARA ESTABLECER EL VALOR DE
ESTAS TECNICAS.

LA HABILIDAD DEL TEJIDO PARA LIBERAR TRANSMISORES PUEDE SER
UT IL 1ZADA PARA ESTE PROPGSITO, EN LA FI1G6. |9 SE MUESTRA LA
LIBERACIGON IN VIVO, EN FORMA BASAL Y POR ESTIMULACION qQuimi
CA DE SH-GABA ExGGENO.

COMO FUE DESCRITO EN METODOS, DESPUES DE UN PERIODO DE LAVA
DO LA LIBERACION DE 3H-GABA FUE PROVOCADA POR ALTAS CONCEN-
TRAC1ONES DE K* EN EL MED10 DE PERFUS IGN, ESTIMULACIONES RE
PET IDAS L IBERARON CANT IDADES MAS BAJAS DEL TRAZADOR. ESTE
DECREMENTO PUEDE DEBERSE AL METABOL ISMO DEL 3H—GABA Y su
DISMINUC ION (GASTO) EN LAS POZAS CELULARES, SIN REFLEJAR UN

0ANO TISULAR PROGRESIVO (FIG. (9, Fi6. 20).

IMPORTANC IA DE LA LIBERACION DE PROTEINAS Y ACHE.=- UNA
VEZ QUE SE HA DETECTADO LA LIBERACION DE ALGUNA MACROMOLECY,
LA (Vo. PROTE {NAS, ENZIMAS); PODRAN REALIZARSE LOS S 1GUIEN=
TES PASOS! |) AISLAMIENTO DE LA MISMA, 2) ESPECIF {CACION DE
SU ESTRUCTURA. 3) ESPECIF ICACION DE SU FUNCION Y/G POSIBLE
APL ICAC 10N,

EN CUANTO AL PUNTO 3, POR EJ. CON RESPECTO A LAS PROTE [NAS
PUD IERA ESTUD IARSE ADEMAS DE SU LIBERACION, SU RECAMBIO (ME
TABOL ISMO) EN DIFERENTES ESTADOS CEREBRALES, YA SEA FISIoLg
61cos (Ve. suelo) 6 paToLdsicos (V6. EPILEPSIA),.
EN REAL1DAD AUN EXISTEN VARIOS ESPACIOS POR LLENAR EN LO
QUE RESPECTA A LA FUNCION DEL MATER IAL QUE SE LIBERA AL ES=
PACI0 EXTRACELULAR JUNTO CON EL NEUROTRANSMISOR,
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CONCLUS 10ONES

UNO DE LOS MOT IVOS PRINCIPALES POR LOS QUE SE PRESENTA OBS-—
TRUCC 1SN EN LA CANULA DE PERFUS ION DE INFUS ION=EXTRACC ION
v/S SANGRADO DURANTE LA PERFUSION, ES LA EROSION DEL TEJIDO
LA CUAL DISMINUYE EN GRAN MEDIDA AL MANTENER LA PUNTA DE LA
CANULA PUSH DENTRO DE LA CANULA PULL (PHILIPPU & coL. 1973),
SIN EMBARGO, AUNQUE ESTE DISENO LIBRA AL TEJIDO DE LOS EFEC
TOS MECANICOS DIRECTOS DEL L {QUIDO QUE EXPULSA LA CANULA
PUSH, EL AREA DE CONTACTO CON EL TEJIDO SE VE REDUCIDA A LA
LUZ INTERNA DE LA CANULA PULL. EN ESTE TRABAJO DE TESIS HI-
¢1M0S USO (ADEMAS DE LA CANULA GADDUM-MYERS) DE UNA CANULA
QUE MANTENIENDO LA PUNTA DE LA CANULA PUSH CUBIERTA, PERMIi~
TE UN AREA DE CONTACTO MAYOR CON EL TEJIDO (AUN UTIL1ZANDO

TUBERTA PULL DE DIAMETRO PEQUENO: 0.7 mMM).

CoMo YA QUEDS EXPUESTO EN LOS RESULTADOS PARA EL BUEN EX1TO
DE UNA PERFUSION IN VIVO, TODO EL SISTEMA DE PERFUS ION DEBE
ENCONTRARSE EN COND ICIONES OPT IMAS ESTO ES! CANULAS BIEN
CONSTRU {DAS, TUBER{A ADECUADA, BOMBA DE PERFUS IGN QUE MAN -
TENGA UN FLUJO CONT{NUO Y, LA PERSONA QUE LLEVE A CABO TAN-
TO LA IMPLANTAC ION DE LOS ANIMALES EXPER IMENTALES COMO LA
PERFUS ION, DEBE POSEER CIERTA EXPERIENCIA,

EN CUANTO SE CONTG CON UN SISTEMA OE PERFUSIGN IN VIVO ADE
CUADO INIC1AMOS LA PARTE DE LA VALIDACION DEL MISMO, PARA
ESTO DESARROLLAMOS Y ADAPTAMOS TECNICAS DE MEDICION PARA CE
TECTAR LOS NIVELES BAJOS DE PROTE {NAS Y LAS DIFERENTES ACTL
VIDADES ENZ IMAT ICAS (DHL, ACHE, PROTEASAS) QUE SE ENCUEN- -

TRAN EN LOS PERFUSADOS DE CEREBRO,
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LAS TECNICAS BI0QUIMICAS ANTES MENCIONADAS LAS UT IL1ZAMOS
PARA PROBAR S| LOS DATOS OBTENIDOS DE LOS PERFUSADOS ERAN
LO SUF ICIENTEMENTE CONF IABLES, COMO PARA DISCRIMINAR ENTRE
LA L IBERAC ION DE MACROMOLECULAS EN FORMA F 1S (OLGG ICA, DE A=
QUELLA OBTENIDA POR DARO AL TEJIDO,
DE ESTA FORMA, DESDE EL PUNTO DE VISTA BloQuiMIco 0BTUVIMOS
LOS SIGUIENTES HALLAZGOS!

1) LA ACTiVIDAD DE LA OHL v, EN
ESTE TRABAJO LA ACTIVIDAD DE PROTEASAS SOLO AUMENTAN CUANDO
SE PRESENTA LESION CELULAR. POR LO TANTO PUEDEN CONS IDERAR=~
" SE GOMO MARCADORES ESPEC IF {COS DE DANO CELULAR Y SER UTILI-

ZADAS PARA MONITOREAR EL CURSO DE UNA PERFUS ION,

2) EXISTE UNA CORRELAC IOGN ENTRE LA LES ION TISULAR OBSERVADA
FiSICAMENTE (SANGRADO, D ISMINUCION G AUSENCIA DEL VOLUMEN
DE COLECC IGN EN UNA PERFUSION DE INFUS IGN=EXTRACCION) ¥ LA

PRESENC IA DE MARCADORES BloqQuimicos {Ve. DHL).

3) Es POS IBLE LOGRAR LA LIBERACION I[N VIVO DE MATER AL REAC
TIvo AL LOWRY (PROTE {NAS) Y DE ACTIVIDAD DE ACHE POR MED 10

DE AGENTES DEPOLAR IZANTES (K’ 49 MM) EN NC Y GP DE RATA,
4) LA LIBERACION PROVOCADA DE PROTE INA, ACTIVIDAD OE AcHE v

NEUROTRANSMISORES (EN ESTE CASO 3H-GABA) PUEDE SER UTILIZA=

DA COMO MARCADOR DE VIABILIDAD TISULAR.

DE ACUERDO CON LO EXPUESTO ANTERIORMENTE LAS PROTE INAS Y
LAS ACT IVIDADES ENZIMATICAS DE LA DHL, ACHE Y MUY POSIBLE -
MENTE LAS PROTEASAS PUEDEN SER UT ILIZADAS COMO MARCADORES

B10QUIMICOS QUE DETERMINARAN VIABILIDAD G LES ION CELULAR.

88



APEND ICE
ORIGEN DE LAS DIFERENTES MOLECULAS DETECTABLES EN LOS

PERFUSADOS,

PROTE {NAS .~ ES SABIDO OUE LA MAQUINARIA DE SINTES S DE
PROTE {NAS EN LA NEURONA SE ENCUENTRA LOGCAL IZADA DENTRO
DEL PEﬁIKARlON,>EN EL RET {CULO ENDOPLASMICO, CONCENTRA
DA EN LOS CUERPOS DE NISSL,
LA MAYOR A DE LAS PROTE INAS SINTET {ZADAS SON TRANSPOR~
TADAS A TRAVES DEL FLUJO AXOPLASMICO Y OTROS MECAN(S==
MOS DE TRANSPORTE EN DIRECCION HACIA LA TERMINAL (WEIS$
19613 SchwiTT 1968). '
Ya EN {977 FinES & GARWOOD UTIL1ZANDO UN SISTEMA IN V1-
RO (GANGL 10 ESPINAL~NERV 1O CIAT 1CO-MISCULO GASTROGNE =
MIO DE RANA) DEMOSTRARON QUE LA PROTE {NA PRODUC 1DA EN
EL GANGL10 ERA CONDUC IDA A LA TERMINAL MED I ANTE EL =~
TRANSPORTE AXONAL RAP1DO (5 MM/HR,). ADEMAS ENCONTRA=
RON QUE PARTE DE LA PROTE INA LIBERADA POR EL NERVIO ~
C1AT1CO ES AL PARECER SINTET!ZADA POR LAS CELULAS DE =
ScHAWNNS Musick {1979) TAMBIEN MENCIONA A LAS CELULAS
DE SCHAWNN COMO PRODUCTORAS EN PARTE, DEL MATERIAL PRO
TEICO LIBERADO EN PREPARAC IONES DE NERVIO FRENICO-MUS&
CULO DIAFRAGMATICO DE RATA,
EL mismo Musitck EN 1979 POSTULA QUE EL MECANISMO DE LI
BERACION DEL MATERIAL REACTIVO AL Lowry {MRL) asoctano
A LA LIBERACION DE ACH £5 APARENTEMENTE OIST INTO DE LA
SECREC ION DE PROTE (NA VES ICULAR SOLUBLE QUE SE PRESE N~
TA EN LAS SINAPSIS ADRENERG 1CAS (CUBEDDU ET AL., 1974
GEFFEN ET AL., 1970; GEWIRTZ & KoPiN 1970; SMITH €7 =
AL., 1970; WeinsHILBOUM E£T AL., 1971),

Ne AcueErDo coON Musick, LA CANTIDAD DE MRL LIBERADO POR
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VES {CULA SINAPTICA (EN PREPARAC IONES DE NERVIO CIATICO
MUSCULO SARTORIO DE RANA) EXCEDIO EL CONTENIDO VES ICU-
LAR EN 25 A 150 veces. DE TAL MANERA QUE AL PARECER LA
MAYOR {A DEL MRL LIBERADO EN ASOCIACION CON LA ACH, NO
ES DER IVADO DE LAS VESiCULAS S INAPTICASSPOR LO QUE ME-~-
CANISMOS ALTERNAT{VOS DE L IBERAC!ON DEBEN TOMARSE EN -
CUENTA PARA EL EXCESO DE MATERIAL LIBERADO, EN RELAC IGON
CON EL CONTENIDO DE LAS VES{CULAS SINAPTICAS DE LAS -
‘CUALES LA ACH SE PIENSA QUE ES LIBERADA.

TAMBIEN LA CANT IDAD DE MRL LIBERADA EN UNA RESPUESTA -
MAX IMA DEL D IAFRAGMA DE ﬁATA. SE CALCULA QUE EXCEDE AL
MENOS 3 VECES EL CONTENIDO DE LAS TERMINALES NERVIOSAS
MOTORAS DERIVADO DEL VOLUMEN DE UNA SOLA TERMINAL, DE
ESTA MANERA ES IMPROBABLE QUE LAS TERMINALES NERVIOSAS
MOTORAS SEAN EL UNICO ORIGEN DEL MRL L IBERADO.

LA L1BERACION DE ACH Y MSUBSTANC1AS NO TRANSMISORAS" -
DE LAS TERMINALES NERVIOSAS MOTORAS PUEDE SER SEGUIDA
POR UN PROCESO DE AMPL IF ICACION QUE INCREMENTA LA CAN-
TIDAD DE MRL L IBERADO EN LA PREPARACIéN, EN RELAC ION =~
A LA CANT IDAD DE MATERIAL LIBERADO DE LAS TERMINALES
NERV1OSAS,

EXISTE UNA HiPOTES IS PARA EXPLICAR EL MECANISMO DE LI=
BERAC 10N, LA CUAL POSTULA QUE EXISTE UNA PROTEGLISIS —
EXTRACELULAR RESPONSABLE DE LA AMPL IF ICAC IGN DE LA RES
PUESTA.

POBERAY v goL, (1972) HAN DEMOSTRADO POR METODOS H IS~
TOQUIMICOS QUE LA ESTIMULACION NERVIOSA MUSCULAR ESTA
ASOC |ADA CON UN AUMENTO EN LA ACTIVIDAD DE ENDO Y EXO-

PEPTIDASA EN LA REGION DE LA PLACA TERMINAL DEL MUSCU~
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LO ESQUELETICO DE RATA.

LA CARACTERIZACIGN PREL IMINAR INDICA QUE EL MRL LIiBERADOD ~—
JUNTO CON LA ACH ESTA COMPUESTO PR INC IPALMENTE DE PEPT 1DOS
sequefos ( =10,000 paLTONES) Y/é‘AMINOKCIOOS (Mus 1cx 1977},
LA PRESENCIA DE DERIVADOS DE PROTE (NA PREDOMINANTEMENTE PE-
QUERDOS ESTA DE ACUERDO CON LA HIPOTESIS DE QUE LA LIBERA —-
CION DE MRL ES SECUNDARIA A LA LIBERACIGN DE EXOPEPT [DASAS
EN LAS TERMINALES NERVIOSAS MOTORAS (LA LIBERACION DE ACT ¢-
VADORES DE PROTEASAS O LA CAPTACION DE INHIBIDORES).

EL MODELO PROTEOL {T1CO PROPUESTO PARA LA LIBERACION DE MRL,
AUN NO EXPLICA DEL TODO LA DISCREPANCIA ENTRE LA CANTIDAD -
LIBERADA Y EL CONTENIDO DE LAS ESTRUCTURAS EN LAS TERMINA -
LES NERVIOSAS MOTORAS.

ES POSIBLE QUE UNA CANTI1DAD SUBSTANCIAL DEL MRL LIBERADO -
JUNTO CON LA ACH PROVENGA oé CELULAS DIFERENTES A LAS NEURQ
NAS, MEDIANTE LA ACTIVACIGN DE UN PROCESO SECRETORIO INDE -
PENDIENTE A TRAVES DE LA LIBERACION DE UN PRODUCTO DE LAS =~
TERMINALES NERVIOSAS MOTORAS. NO HAY QUE OLVIDAR (COMO YA -
_S8E EXPUSO ANTER IORMENTE) A LAS CELULAS DE SCHAWNN COMO OR -

G INARIAS DE PARTE DEL MATERIAL PROTEICO LIBERADO,.

OTRO PUNTO DE DISCUS ION SOBRE EL POSIBLE ORIGEN DE LAS -
PROTE INAS (MRL) DETECTADAS EN LOS PERFUSADOS, EMERGE DE LA
POSTULACION DE QUE ES POSIBLE QUE HAYA MOVIMIENTO DE LAS -
PROTE {NAS DEL SUERO HACIA EL CEREBRO,

LA BARRERA HEMATOENCEFALICA OPERA AL NIVEL DE LA MIGROC IRCY
LACIGN DE UNA FORMA ALTAMENTE SELECT VA, UN ERROR COMUN A--

CERCA DE ESTA BARRERA ES EL CREER,QUE SU EFECTIVIDAD PARA ~

EVITAR LA ENTRADA DE MOLEGULAS AL CEREBRO DEPENDE SOLO DEL

91



TAMANO DE LAS MISMAS SIN CONSIDERAR SUS CARAGTER{STICAS F{-
SicAs Y/8 QuiMICAS. EN REALIDAD EL PESO MOLEGULAR EN EL CA
SO DE UN AMINOAC IDO IND IV IDUAL NO ESTA RELACIONADO CON SU -
FACILIDAD PARA ENTRAR AL CEREBRO.

ALGUNOS DE LOS CRITER10S PARA. EVALUAR EL FLUJO DE UNA SUBS-
TANCIA ENTRE EL PLASMA Y EL TEJIDO NERVI0SO HAN S100 D ISCU~
TIDOS POR LEVIN Y ScicL) (1969). ADEMAS LA ANATOMIA DE LA -
BARRERA ENTRE VASOS SANGUINEOS Y LCR Y VASOS SANGUINEOS=EN_
CEFALO (BARRERA HEMATOENCEFALICA) HA S1DO OBJETO DE UNA AM-
PLIA ESPECULACION Y UNA EVALUACION ULTRAESTRUCTURAL ELABORA
oA {(LIvinesTON, 1960: DavsoN, [963). AUNQUE LA NEUROGLIA =
PUEDE ACTUAR COMO UNA HOJA ALREDEDOR DE LOS CAP{LARES PARA
FILTRAR EL PLASMA, AUN NO ESTA CLARO QUE SEA EL UNICO ELE--
MENTO ESTRUCTURAL QUE REGULE EL TRANSPORTE DE SUBSTANC IAS -
ENTRE LA SANGRE Y EL CEREBRO, HABRIA QUE PENSAR TAMBIEN EN
UN MEGANISMO QU{MICO COMO UNA POSIBILIDAD IGUALMENTE IMPOR-
TANTE EN LA SELECTIVIDAD DE EL INTERCAMBIO DE MOLECULAS,
POR EJ. CAMBIOS DEL PH EN LA BARRERA ALTERAR{AN LA TRANSFE-
RENCIA DE 10NES HY v OH™. DE 1GUAL MANERA CAT IONES ESENC 1A=

LES TALES como Na*, K*, cal* 2+

Y Mo SON MANTENIDOS EN RELA=
TIVA HOMEOSTASIS DENTRO DEL PARENQU IMA CEREBRAL INDEPEND IEN
TEMENTE DE LA PRESENGIA DE UNA EXCESIVA GONCENTRACION DE ES
TOS 1ONES EN LA SANGRE.

TAL COMO LAJTHA Y OTROS HAN DEMOSTRADO LA ESTEREOESPEC IF IC
DAD ES TAMBIEN UN PUNTO VITAL EN LA PERMEAB IL IDAD CEREBRAL
(LAJTHA & ToTH, 1963: NEMOTO & SEVR INGHAUS, 1971). Por £4,-

LOS L=AMINOACIDOS SON TRANSPORTADOS PREFERENC IALMENTE A TRA

VES DE LA BARRERA HEMATOENCEFAL1CA (OLDENDORF, 1973a,8). EN
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CONTRASTE VAR10S D=AMINOACID0S SON CAPTADOS POR EL CEREBRO
EN MUY BAJAS CONCENTRAC IONES,

EN VISTA DE LOS HALLAZGOS ANTERIORES, OLDENDORF HA HECHO LA
OBSERVAC 16N DE QUE UN SUPUESTO NEUROTRANSMISOR & ALGUN OTRO
FAGTOR HUMORAL EL CUAL TENGA UNA FUNCION NERVIOSA ES RETEN]
DO Y LOCAL 1ZADO EN EL PARENQUIMA CEREBRAL. DE ESTA MANERA =
LA BARRERA HEMATOENCEFAL ICA ADEMAS DE “SELEGC IONAR" EL PASO
DE SOLUTOS DEL PLASMA HACIA EL PARENQUIMA CEREBRAL, TAMBIEN
PARECE RESTRING IR EL PASO DE FACTORES ESENCIALES EN LA DI =
RECCI1ON OPUESTA.

AGRES ION A LA BARRERA HEMATOENCEFALICA.- EXISTEN VARIAS
COND IC IONES PATOLGG 1CAS QUE DARAN LA BARRERA HEMATOENCEFAL
CA, DE TAL MANERA QUE AUN MOLECULAS DE PROTE {NA PUEDEN IN=—
TRODUC IRSE AL PARENQUIMA CEREBRAL {(BRIGHTMAN & coL., 1970)
AS| SUBSTANCIAS COMO LA PENICILINA, LA CUAL ORD INAR IAMENTE -
SE ENCUENTRA EXCLUIDA POR LA BARRERA, PUEDE AL IGUAL QUE O-
TRAS MUCHAS SUBSTANCIAS PENETRAR LA MISMA DURANTE UN CAMB 10
miRB 100, PRéDUC\DO POR EJ. POR UN TUMOR O CUANDO EL CEREBRO
HA S1DO LESIONADO DE ALGUNA OTRA MANERA, VG. POR EDEMA CERE
BRAL, ESTADOS FULMINANTES DE ENFERMEDADES TALES COMO ENCEFA
LOPAT{AS £ INCLUSO UNA DEFICIENCIA DE VITAMINA B EN LA DIE=-
TA PUEDE EXACERBAR LA SEVERIDAD DE UNA PERMEABILIDAD PATOLG
Gl1ca (FELD1-BORCSOK & FBLDI, 1973), LA BARRERA HEMATOENCEFA
LICA TAMB IEN PUEDE SER ALTERADA COMO RESULTADO DE UNA LE =--
SION DE TIPO AGUDO COMO POR EJ. LA INSERCION DE UNA CANULA
6 CUALQUIER OTRO ARTEFACTO DENTRO DEL PARENQUIMA CEREBRAL.
ADEMAS ES CLARO QUE CIERTAS DROGAS TALES COMO LA CLORPROMA-

ZINA Y LA NORTRIPTILINA PUEDEN INDUCIR UN CAMBIO SELECTIVO
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EN LA PERMEAB ILIDAD DE LA BARRERA. PARDRIDGE & cot., (1973)
MUESTRAN QUE LA PERMEABILIDAD AL MANITOL, iNULlNA Y DOPAMI-
NA ES5 AUMENTADA MED IANTE ESTAS DROGAS Y ADEMAS MUESTRA UNA
_FORMA DOS I1S~DEPEND IENTE,
ESTA.ACCI6N, POSTULAN PUEDE SER DEBIDA A UNA LISIS 1IN VIVO
DE LAS MEMBRANAS PLASMAT ICAS DE LAS CELULAS ENDOTELIALES EN
EL SISTEMA MICROVASCULAR CEREBRAL.
RaPOPORT & coL. (1971) HAN PROPUESTO QUE LA BARRERA HEMATO-
ENCEFALICA PUEDE SER REVERS IBLEMENTE INTERRUMPIDA POS IBLE -
MENTE POR LA APERTURA DE ESPAC10S ENTRE LAS CELULAS DEL EN=
DOTEL10 VASCULAR, LOS ELECTROLITOS ¥ NO ELECTROL ITOS QUE PO
SEAN uNA SOLUB 1L 1DAD DESPRECIABLE EN LOS LIPIDOS PUEDEN TEM
PORALMENTE ALTERAR LA BARRERA MIENTRAS QUE LOS NO-ELECTROLY
TOS SOLUBLES EN L IPIDOS PUEDEN DANAR LA BARRERA JRREVERS |-
BLEMENTE (RAPOPORT & coL., 1972).
LA BARRERA CEREBRO-LCR TAMBIEN HA S1DO ESTUDIADA EN VARIOS
LABORATOR10S (VER REVISION DE CSERR, 1971), SE CONOCEN NUME
ROSOS rAéToazs QUE INFLUENCIAN EL FLUJO BIDIRECC IONAL DE =
UNA SUBSTANGIA A TRAVES DE LA SUPERF IGIE EPEND IMAL DE LOS -
VENTR fCULOS CEREBRALES., ENTRE ESTOS FACTORES SE ENCUENTRAN
EL TRANSPORTE ACTIVO, LA DIFUSION PASIVA, LA CONCENTRAC IGN
DE CATIONES, EL NIVEL DE COp , LA SATURACION DEL MECANISMO
DE TRANSPORTE TRANSEPEND IMAL, EL GRAD IENTE DE TENS ION OSMO-
TYCA, LA VELOCIDAD DE FORMACION DEL LCR, LA MORFOLOGiA MIS=
MA DE LA PARED EPENDIMAL, LA PRESENC!A DE CIERTAS DROGAS Y
AUN LA EDAD DEL ANIMAL (LEE & OLSZEWSK1, 1960: FLE ISCHHAUER
1961 DavsoN & PoLLAaY, 1963: KLATZO & coL., 1964: Ames & -
COL., 19651 CURL & POLLAY, 1968: LEVIN & S1sson, 1972 Dog-
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GETT & SPENCER, 1972).

ALGO DE INTERFS E£S EL HECHO DE QUE SUBSTANC IAS CENTRALMENTE
ACT IVAS TALES COMO LA ANGIOTENSINA ||, PUEDEN PASAR DE LA =
SANGRE AL LCR PERO NO DENTRO DEL TEJIDO CEREBRAL (VOLICER &
LoEw, 197 1), POR SUPUESTO LA DINAMICA DE TRANSPORTE E INTER
CAMB 10 ENTRE EL‘LCR Y EL CEREBRO, DE IONES Y MoLEcuLAs (Ve.
NAZ*, K*, 6LUCOSA ETC.) PUEDE VAR IAR GRANDEMENTE (BRENDSTED
1970a,8: DAVSON & WELCH, 1971)., EL FENOMENO DE LA ABSORC SN
6 TRANSPORTE DEL ESPAC IO CEREBROESP INAL AL TORRENTE SANGU -

NEO ES IGUALMENTE COMPLEJO,

HAC IENDO REFERENCIA A GREENFIELD & CoL. (1983) PODEMOS RE=~
FORZAR EL CONCEPTO DE QUE AL MENOS UN ALTO PORCENTAJE DE LA
PROTE INA OBTENIDA POR ESTIMULACION QUIMICA NO PROVIENE DEL

PLASMA, S INO QUE ES EL RESULTADO DE LA ESTIMULACION NEURO=—
NAL YA QUE EN EXPERIMENTOS REAL IZADOS POR LOS AUTORES (EN =
S.N.C. DE GATOS), LA EST IMULACIGN DE LA SN CON ALTAS CON--
CENTRACIONES DE K*, DA COMO RESULTADO LA DISMINUCIGN EN UN

30 A 50% DE LA L IBERACION DE PROTE INA TOTAL Y ACHE EN LA ==
SN CONTRALATERAL, DE ESTO SE DEDUCE QUE POR LO MENOS Ei 30%
DE LA PROTE(NA LIBERADA ES RESULTADO DE ACT IVIDAD NEURONAL.
ADEMAS ES MUY POCO PROBABLE QUE LA CONTAMINAC IGN DEL PLASMA
CONTRIBUYA AL INCREMENTO EN PROTE {NA TOTAL OBSERVADO DES --
PUES DE ESTIMULAC ION QUIMICA, YA QUE LA CONCENTRACIGN DE UN
COMPONENTE DE ESTAS PROTE INAS PLASMAT ICAS COMO LO ES LA -—-
AcHE NO ESPECTFICA (CUYA ACTIVIDAD ENZIMATICA ES 140 VECES

MAYOR EN PLASMA QUE EN LOS PERFUSADOS) NO SE VE AFECTADA:



PROTEASAS .~ JESDE EL .DESCUBRIMIENTO DE tA CELULA NEURO
SECRETORA POR SCHARRER (1928), EL SIGNIF{CADO DE ESTE
T1PO DE NEURONA PARA LA FUNCION DEL S.N.C. HA COBRADO
INTERES., LAS CELULAS NEUROSECRETORAS (CFLULAS QUE TIE-
NEN AMBAS FUNCIONES: NERVIOSA Y ENDOCRINA) ESTAN PRE -
SENTES EN EL S1ST., NERVIOSO DESDE LOS CELENTERADOS HAS
TA EL HOMBRE.

‘DE HECHO ALGUNOS AUTORES HAN POSTULADO QUE LA CELULA
NEUROSECRETORA PUEDE SER UN ANTECEDENTE EVOLUCIONARIO
DE LAS NEURONAS "CONVENC IONALES" LAS cuKLEs USAN PEQUE.
NAS MOLECULAS TALES COMO LA ACH O AMINAS BIOGENICAS €O
MO NEUROTRANSMISORES (SCHARRER 19775 Pavans 1974 FRoN
TAL1 & COL., 1977). PERO REGRESANDO A LAS CELULAS NEU-
ROSECRETORAS, SE HA POSTULADO Y COMPROBADO ADEMAS EN -
ALGUNOS CASOS QUE, SINTETIZAN LARGOS PRECURSORES DE -
HORMONAS LOS CUALES SON HIDROL IZADOS Y LOS PROJUCTOS RE
SULTANTES MODIF ICADOS,y CONSTITUYEN MOLfCULAS ACT IVAS,
DOCHERTY & STEINER HAN DIVIDIDO LOS PRECURSORES DENTRO
DE 2 CLASES ! LOS QUE SON LIBERADOS AL TORRENTE SANGUJ
NEO G A LA MATRIZ DEL TEJIDO CONECTIVO Y SON PROCESA=-
DOS EXTRACELULARMENTE Y, AQUELLOS QUE SON PROCESADOS -
INTRACE LULARMENTE,ESTOS ULTIMOS INCLUYEN LOS PRECURSO-
RES DE LOS NEUROPEPT1DOS QUE A SU VEZ SE SUBDIVIDEN EN
" PREPROPEPT1DOS Y PROPEPT IDOS,

LOS PREPROPEPT IDOS SE CARACTER|ZAN POR TENER EN SU EX-
TREMO AMINO~TERMINAL UNA CADENA DE APROXIMADAMENTE 30
AMINOAC IDOS HIDROFOB ICOS A LOS CUALES SE LES CONOCE €O

MO "SENAL" 0 SECUENCIA L{DER, LA CUAL ES REMOVIDA DEL
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PREPROPEPT 100 POR UNA "SENALASA" LA QUE AL PARECER SE
ENCUENTRA EN LA SUPERFICIE LUMINAL DE LA MEMBRANA RET
CULAR ENDOPLASMICA (TENEMOS AQUi UN EJEMPLO DE ACT IVI-—
DAD PROTEOLITICA EN LAS CELULAS NERVIOSAS).

LA PROINSULINA ES REPRESENTATIVA DE LA CLASE GENERAL OE
PROPROTE {NAS QUE SON PROCESADAS POSTRADUCC IONALMENTE =
DENTRO DE SUS céLUL%s SECRETORAS YA SEA DURANTE LA FOR
MAC IGN Y MADURAC IGN DE LOS GRANULOS SECRETORIOS (HORMO
NAS PEPTIDICAS, NEUROTRANSMISORES ETC.) G DURANTE EL -
ENSAMBLAJE DE ESTRUCTURAS MACROMOLECULARES (CAPSULAS =
VIRALES, COMPLEJOS ENZ IMAT1COS ASOC IADOS A MEMBRANA).
EL PRIMER GRUPO ES PROCESADO POR BROTFASAS ASQ =
CIADAS Al GOLG | LAS CUALES TIENEN UNA ACT IVIDAD PAREC
DA A LA TRIPSINA Y CARBOXIPEPT IDASA B.

DESDE MUCHOS PUNTOS DE VISTA REPRESENTA UNA VENTAJA EL
CONOCER EL $ITI0O INTRACELULAR DEL PROCESAMIENTO DE LA
PRO-PROTEfNA‘YA QUE AST LAS ENZIMAS DEL ORGANELO APRO=-
P1ADO PUEDEN SER MEDIDAS . EN EL CASO DE LA PRO-OF IGME
LANOCORT INA (PRO-OP10OCORTINA), AS{ COMO CON MUCHAS O==
‘TRAS PRO-PROTE (NAS EL PROCESAMIENTO SE PRESENTA INTRA=
GRANULARMENTE EN EL LOBULO INTERMED 10 DE LA PITUITAR IA
A UN PH Ac100 (Lo & GmiTSCH, 1981). DE AQUi QUE LGOS
GRANULOS SECRETOR10S PURIF ICADOS PUEDAN SER UT {L |ZADOS
COMO EL ORIGEN DE LAS ENZIMAS PROCESADORAS.,

BROWNSTEIN & cOL., (1980) PRESENTAN EVIDENCIA DE QUE -
GRAN PARTE DEL PROCESAMIENTO DE LAS PROHORMONAS T (ENE

LUGAR INTRAGRANULARMENTE, DE ESTA MANERA LOS GRKNULOS

DEBEN CONTENER TANTO EL PRECURSOR COMO LA ENZIMA RES—-
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PONSABLE DE SU PROCESAMIENTO POS~TRADUCC IONAL., EL con-
TENIDO DE LOS GRANULOS (HORMONAS, PROTE (NAS ACARREADO~
RAS Y PARTES RES (DUALES DEL PRECURSOR) PARECEN SER L I-
BERADAS CUANDO LAS TEMMINALES NERVIOSAS SON DEPOLARIZA
DAS, ESTA LIBERACION INVOLUCRA UNA FUS IGN DE LOS GRANU
LOS CON LA MEMBRANA TERMINAL SEGUIDA POR UNA APERTURA
DE LOS MISMOS Y LIBERACION DE SU CONTENIDO (DOUGLAS =~
1974 ; DrRe1Fuss 19755 THoRN & coL., 1978). ESTE PROCESO
SE CONOCE COMO EXOCITOSIS, ‘
A PESAR DE QUE EL ESTUDIO DE NUMEROSAS CELULAS PRODUC=
TORAS DE HORMONAS HA DEMOSTRADO QUE LOS GRANULOS DE AL
MACENAMIENTO Y LAS VES (CULAS SINAPTICAS CONTIENEN ENZL
MAS QUE ROMPEN LOS PRECURSORES NO SE HA ESTABLEGCIDO LA
IDENT IDAD DE ESTAS ENZIMAS (VG&., METALOPROTEASAS, SERI-~
NA PROTEASAS ETC.}} ADEMAS HABRIA QUE VER SI LA ENZIMA
SE ENCUENTRA UNIDA A LA MEMBRANA Y EN TAL CASO SABER -
S| ES LA REGLA PARA TODAS LAS PEPTIDASAS,

GREENF IELD & SHAWN (1984), PROPUS IERON QUE AL IGUAL
QUE LA ACHE, ENZIMAS OEL TIPO DE AMINOPEPT IDASAS PO =
DIAN 'SER LIBERADAS DE NEURONAS EN EL S,N.C. MAs zs#eci
FICAMENTE DE LA SUSTANCIA NEGRA .

LA HIPOTES IS ANTERIOR SE REFORZ0 CUANDO ENCONTRARON -~
QUE POD AN LOGRAR LA LIBERACION EVOCADA POR AGON ISTAS
DE LA DOPAMINA (ANFETAMINAS) DE AMINOPEPT IDASAS NO SO-
LO LOCALMENTE, SINO TAMBIEN EN LA CONEXION NIGRO~ES =-
TRIATAL CONTRALATERAL.

EL ROMPIMIENTO DE PREPROTE iNAS SE PRESENTA RKPIDAMENTE
DESPUFS DE SU SINTESIS (DorNER & kEMPEn 19783 SHIELDS

& BLoseL 1978 PATZELT & coL,, 1978) PRESUMIBLEMENTE -
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POR ENZIMAS PROTEOL iTICAS ASOC IADAS CON EL RETICULO EN
DOPLASMICO RUGOSO O SU CONTRAPARTE DESPUES DE LA HOMO=-
GENI1ZACION CELULAR: LOS MICROSOMAS RUGOSOS EN CELULAS
EUCARIOT ICAS (BLOBEL & DOBBERSTEIN 1975), d LA MEMBRA-
NA CELULAR EN LA BACTERIA (INova & coL., 1980).

LA ENZIMA MICROSIOMAL EXHABE UNA LATENCIA QUE PUEDE SER
" DESENMASCARADA MEDIANTE EL TRATAMIENTO CON DETERGENTES
(JACKSON & BLOBEL 1977} KascuniTz & KReEIL 19783 Jack -
SON & BLoBEL 1980). EsTos HALLAZGOé.HAN CONDUC IDO A LA
PRESUNC ION DE QUE LA ENZIMA ESTA LOCAL IZADA SOBRE EL
LADO LUMINAL DE LA MEMBRANA MICROSOMAL. ADEMAS HAY AL~
GUNA EVIDENGIA QUE INDICAR (A QUE LA ENZIMA PUEDE SER
UNA METALO=-PROTEASA (ZIMMERMAN & coL,, 9807 ZWizZINSK |
& WICKNER 1980). '
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ACETILCOL INESTERASA.~ VARIOS INVEST (GADORES HAN DEMOS
TRADO QUE OTRAS SUBSTANC IAS, ADEMAS DE LOS NEUROTRANS—
MISORES PUEDEN SER L IBERADAS DE LOS NERVIOS MOTORES LUE
GO DE ESTIMULACION ELECTRICA, LOS AMaNOACIDOS {WHEELER
& coLA; 1966), ASi COMO LAS PROTE iNAS (KORR & APPEL =--
TAUER, 1971,1977) SON PRESUMIBLEMENTE TRANSPORTADOS DIS
TALMENTE DESDE LOS CUERPOS CELULARES HASTA LAS TERMINA
LES NERVIOSAS DONDE SON LIBERADOS. AUNQUE NO SE HA COM
. PROBADO QUE LA ACHE SEA LIBERADA DE LAS TERMINALES MUS
CULO-NERVI0SAS, S| SE HA DEMOSTRADO QUE SE LIBERA DE -
LAS OCFLULAS EN CULTIVO DE MEDULA ESPINAL DE EMBRIGN DE
POLLO v DE LAS GLANDULAS ADRENALES BANADAS EN SOLUC (0=
NES CON ALTO POTAS !0 {Somocyi, CHUBB & SMITH} 1975).En
EL ULTIMO CASO LA LIBERACION SE DEMOSTRS QUE ERA DEPEN
DIENTE DE CA*POR LO QUE SE GREYS QUE SE OR1GINABA POR
LO MENOS EN PARTE DE LOS NERVIOS ESPLACNICOS,

EL CONTENIDO DE ACHE EN MUSCULO E5 (NFLUENC IADA POR LO
MENOS EN PARTE POR LA NEURONA MOTomA (GUTH & coc.,
1964 ; InEsTROSA, RAMIREZ, FERNANDEZ; 1976). Lo ANTE ==
RIOR SE HA DEMOSTRADO POR LA REDUCC IGN DE LA ACTIVIDAD
DE ACHE EN EL MUSCULO DENERVADO, AUNQUE ESTE ULTIMO =
AUN AST ES CAPAZ DE SINTET|ZAR ACHE, LOS NIVELES DE
LA ENZIMA NUNCA ALCANZAN AQUELLOS DE LOS CONTROLES | =
NERVADOS (K1AUTA & coL,, 1977), ApEMAS EL BLOQUEO DEL
TRANSPORTE AXONAL DE LOS NERVIOS MOTORES CON COLGHIC I~
NA HA PRODUCIDO CAMB{OS COMO AQUELLOS OBSERVADOS EN
LA DENERVAGIGN AUNQUE S iN EMBARGO NO SE INTERRUMPE LA

TRANSMIS 1ON NEUROMUSCULAR (FERNANDEZ & INESTROSA, 1976),
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ESTOS RESULTADOS SUGIEREN QUE LA ACHE MUSCULAR ES PAR-
C1ALMENTE REGULADA POR SUBSTANC IAS éuz SON TRANSPORTA=-
DAS A TRAVES DEL NERVIO Y SON L IBERADAS POR LAS TERMI)-
NALES NERV IOSAS,

Los AuTorEs (SKAU & BRIMIJOIN, 1978) NO EXCLUYEN LA PO

S1BILIDAD DE QUE UNA DE ESTAS SUBSTANC IAS REGULATOR IAS
SEA LA MISMA ACHE . NO HA S1DO DEMOSTRADO QUE LA ENZI-
MA SE ENCUENTRE ASOCIADA A LAS VESTCULAS SINARTICAS PE
RO S1 SE HA ENCONTRADO LOCALIZADA EN LA CISTERNA DEL -
RET [CULO ENDOPLASMICO L1SO EN LOS NERVIOS (Somosyi, --
CHUBB & SMITH; 1975), SE SUGIERE QUE ESTA CISTERNA PUE
DE LIBERAR SU CONTENIDO CUANDO UN POTENC IAL DE ACC ION
INVEDE LAS TERMINALES NERVIOSAS,

EL MECANISMO DE ESTA L IBERACION PODR{A TENER CARACTE -
RISTICAS EN COMUN, CON LA L IBERACIGN EN FORMA DE EXOC |=
TOS 1S, QUE ES COMO SE LIBERAN LOS NEUROTRANSMISORES QUE
SE ENCUENTRAN EN LAS VES{CULAS SINAPTICAS .

EN CUANTO A LA PRESENCtA DE ACHE EN EL LCR, DESDE HACE
APROX IMADAMENTE 30 ANOS D3VERSOS ESTUD10S HAN PROVIS
TO BASES PARA LA POSTULACION DE QUE LA ENZIMA ES LIBE=
RADA DE LAS NEURONAS DEL S,N.C.

La AcHE ES LA COLINESTERASA PREDOMINANTE EN EL LCR DE
HUMANOS (KALSBEEK & coL., 1950} ENTRE OTROS), MIENTRAS
QUE EL PLASMA SANGUNEO CONTIENE SOLO BUTIRILCOL INES—
TERASA (MENDEL & COL., 1943), En EL ceEREBRO LA AcHE NO
SOLO ES MAS ABUNDANTE QUE LA BUCHE, SINO QUE TAMBIEN -
SE ENCUENTRA PRESENTE EN 2 FORMAS! SOLUBLE ¥ UNIDA A

LA MEMBRANA (HOLLUNGER & NikLASsSON, 1973)
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LA ACHE ES LIBERADA DE LAS CELULAS CROMAF INES DE LA ME
DULA ADRENAL EN RESPUESTA A LA ADICION DE UN EXCESO DE
loNEs DE K'G CARBACOL EN EL PERFUSADO Y, LA REMOC IGN
DE CALC10 DEL MISMO, INHIBE LA LIBERACION,{(CHUBB & -
SMITH, 1975). St LA AcCHE ES LIBERADA DEL TEJIDO Penlrg
Ruéo COMO RESULTADO DE EXCIRAC IGN, ENTONCES UN BENOME-
NO SIMILAR PODR{A OCURRIR EN EL S.N.C.

CHuBB, GOODMAN & SMITH, 1976 ENCONTRARON QUE LOS Sl ==
GUIENTES TRATAMIENTOS L IBERABAN ACH CORTICAL, VG6.. EN
LA EST IMULAC1ON NERVIOSA PERIFERICA LA CONCENTRAC IGN
DE AcHE EN EL LCR DE CONEJO FUE REVERS IBLEMENTE AUMEN~
TADA, LA DEDUCCION DE ESTOS ESTUDIOS ES QUE LA ACHE PO
DRIA SER LIBERADA DE LA ACTIVIDAD NEURONAL EN EL S,N,C.
(GREENF IELD & SMlTH, 1979). EN CONCORDANC 1A CON LO AN-
TERIOR BAREGG | & G1ACOBINI ,(1978) REFUERZAN LA MiISMA -
HIPOTESIS YA QUE EN SUS EXPERIMENTOS ENCONTRARON QUE ~
LA CLORPROMAZINA, LA CUAL INCREMENTA EL RECAMBIO DE ACH
(TRABUCCHI & COL., I1974) Y LA SALIDA DE ACH (STADLER
"& COL., 1973), TAMBIEN INCREMENTA LA ACTIVIDAD ESPE-
CiFica DE ACHE EN EL LCR. FINALMENTE TAMB IEN DEMOSTRA-
RON QUE A) EN EL LCR DE PERRO EXISTE SOLAMENTE UNA |-
SOENZIMA DE LA ACHE ; B) QUE ESTA ISOENZIMA ES LA MISMA
QUE AGUELLA QUE ESTA PRESENTE EN LA FRACCION SOLUBLE -
DEL TEJIDO CEREBRAL Y, C) LA RELACION ACHE/BUCHE ES ~=
1/2.5 em EL LCR ¥ /7 EN PLASMA, DE ACUERDO CON LOS -
HALLAZGOS ANTERIORES Y AQUELLOS ENCONTRADOS EN LA LITE
RATURA HAY UNA FUERTE INDICACION DE QUE LA ACTIVIDAD

DE AcHE PRESENTE EN EL LCR ES EN SU GRAN MAYOR{A DE OR1
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GEN CEREBRAL Y PUEDE REFLEJAR ACT{VIDAD DE AcHE NEURONAL,
GREENF IELD, CHUBB & SMITH EN 1979 TAMBIEN ENCONTRARON QUE
DESPUES DE LA ADMINISTRAC IGN DE CLORPROMAZINA 1.V, SE PRE =
SENTS UN AUMENTO DE APROX IMADAMENTE 5 VECES EN LA CONCENTRA
CI1O0N DE AcHE EN EL LCR DE CONEJO, PROVENIENTE DE LA CISTER-
NA MAGNA. LA POSIBILIDAD DE QUE ESTA ELEVACION EN LA CONCEN
TRACION DE LA ENZIMA SEA EL RESULTADO DE UN AUMENTO EN LA =
ACT IVIDAD DE LAS NEURONAS CENTRALES ES TOMADA EN CUENTA.

LA MISMA GREENFIELD Y COL. EN 1980 INVESTIGARON LA LIBERA =
CION IN VIVO DE LA ACHE, TANTO DE LA SN como DEL NC EN GA-
TOS; OBSERVANDO L JBERACION ESPONTANEA DE LA ENZIMA Y ADEMAS
AUMENTO LOCAL DE LA MISMA EN SN DESPUES DE LA APLICACIGN DE
K* 30 MM, ACOMPANADO ESTE RESULTADO POR CAMBIOS REMOTOS EN
LA LIBERACIGN DE ACHE EN LAS OTRAS 3 ESTRQCTURAS: MIENTRAS
QUE LA LIBERACION DE AcHE AUMENTS EN EL NC CONTRALATERAL, =
DISMINUYG EN EL IPSILATERAL Y LA SN CONTRALATERAL.

LOS CAMB10S DISTALES, OBSERVADOS EN LA LIBERACIGN DE ACHE =
SUG IEREN QUE ESTE FENOMENO TAMBIEN SE PUEDE PRESENTAR EN EL
S.N.C.} POR LO TANTO EXISTE POCA DUDA DE QUE LA LIBERAC IGN
DE ACHE EN AMBAS REG IONES TENGA UN SIGNIF ICADO F IS I0LGG ICO,
AUNQUE ESTUDIOS BIOQUIMICOS E HISTOQUIMICOS HAN INDICADO =
CLARAMENTE QUE UNA GRAN PROPORC IGN DE LA ACHE ESTA PRESENTE
EN LOS CUERPOS Y DENDRITAS DE LAS CELULAS DOPAMINERG ICAS, -
LA ACHE NIGRAL TIENE TAMBIEN OTRA LOCAL IZACION. COMO SE DE=~
MOSTRG EN LA SN DE RATA LAS LESIONES CON 6~HIDROX IDOPAMINA
(LO CUAL REDUCE LA ACTIVIDAD DE LA TIROSINA HIDROXILASA EN
AL MENOS 90%) DISMINUYEN LA ACTIVIDAD DE LA ACHE EN UN 43%

(LEHMANN, 1978), ADEMAS LA ACHE NIGRAL SOLAMENTE FUE REDUC
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DA EN UN 44% DESPUES DE LA LESION LOCAL CON ACIDO KA{NiICO ,
UNA NEUROTOX INA QUE COMPLETAMENTE OESTRUYE LAS NEURONAS DO-
PAMINERG ICAS Y TAMBIEN ES SABIDO QUE INDUCE LA DEGENERACGION
DE OTRAS NEURONAS NIGRALES (NAGY & coL,, 1977).

LA AcHE NO CONTENIDA EN LAS NEURONAS DOPAMINERG ICAS NO SE =
ORIG INA TAMPOCO AL PARECER DE LAS F |BRAS NIGRO-ESTRIATALES
YA QUE LA LESION cON AC100 KAINICO NO AFECTA LOS NIVELES DE
LA ENZIMA (LEHMANN & cOL., 1979). Asi QUE LAS FIBRAS AFEREN
TES DE OTRAS REGIONES PODRIAN ESTAR INVOLUCRADAS, DE HECHO
LAS LESIONES ELECTROLITICAS DEL NUCLEO CENTROMEDIAL DEL TA-
LAMO REOUJERON LA ACTIVIDAD DE LA ACHE AS{ COMO LA DE LA =~
ACET ILCOL INTRANSFERASA EN UN 50% eN EL 6ATO (WAGNER & cot.
1975), DE AHI QUE LA ACTIVIDAD DE ACHE MED DA EN LOS PERFU-
SADOS DE LA SN Y NC PODR{A ORIGINARSE DE SITI0S DIFERENTES
A LOS DE LAS DENDRITAS Y/ TERMINALES DOPAMINERG ICAS.

AHORA QUE AL PARECER SE ENCUENTRA BIEN ESTABLECIDO QUE LA
ACHE SOLUBLE ES LIBERADA TANTO EN LA PERIFER)IA (CHUBB & =~-
SMITH, !975) como EN EL S.N,.C. {CHuBB & coL., 1976 GREEN=-

FIELD & coL., 1979: FUENMAYOR & cOL., 1976).
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